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O declinio global das populacdes de anfibios tem sido amplamente documentado, sendo
atribuido a uma complexa interacdo de fatores ambientais. Entre esses, destaca-se a poluicdo
quimica por contaminantes emergentes, como o nonilfenol etoxilado (NPE), associada ao
aumento da temperatura das aguas superficiais decorrente das mudancas climaticas. Esses
fatores, atuando de forma sinérgica, podem potencializar o declinio significativo das espécies
de anfibios. O NPE, um surfactante amplamente utilizado na formulacéo de produtos sanitarios,
higiénicos e agroquimicos, tem sido frequentemente detectado em ecossistemas aquaticos
brasileiros em concentragdes alarmantes e acima das regulamentacdes internacionais. Apesar
de sua relevancia ambiental, ha uma lacuna no conhecimento sobre os efeitos subletais do NPE
em anfibios, especialmente sob condicdes de estresse térmico. Este estudo teve como objetivo
investigar os efeitos subletais da exposicdo aguda (48 h) a uma concentracdo ambientalmente
relevante de NPE (30 pg L) em girinos de Aquarana catesbeiana, no estagio 25 de Gosner,
sob duas condi¢des térmicas distintas (25°C e 30°C), bem como avaliar a interacdo entre esses
fatores (NPE x temperatura). Foram analisados multiplos biomarcadores: indices biométricos
(fator de condicdo de Fulton [K], indice hepatossomatico [IHS] e massa ventricular relativa
[MVRY]), biomarcadores fisiologicos (frequéncia cardiaca [fn], forca de contracdo ventricular
[Fc], capacidade de bombeamento cardiaco [CBC], taxa de contracdo [+dF/dt] e taxa de
relaxamento [-dF/dt]), biomarcadores bioquimicos (atividade das enzimas antioxidantes
superéxido dismutase [SOD], catalase [CAT], glutationa S-transferase [GST] e glutationa
peroxidase [GPx]; conteido de glutationa reduzida [GSH]; niveis de lipoperoxidacgdo [LPO] e
proteina carbonilada [PC] nos tecidos hepatico, branquial e muscular), e biomarcadores
neurotoxicos (atividade da acetilcolinesterase [AChE] no encéfalo e misculo). A exposi¢do ao
NPE promoveu efeitos hepatotoxicos (reducdo do IHS e das defesas antioxidantes),
cardiotdxicos (reducbes da MVR, Fc, +dF/dt e -dF/dt), taquicardia, alteracdes no sistema de
defesa antioxidante e inducdo de estresse oxidativo nas branquias e no musculo, além da
inibicdo da AChE muscular. O aumento da temperatura intensificou o efeito inotrdpico
negativo, depletou as defesas antioxidantes branquiais e acentuou o estresse oxidativo no
figado e no musculo, além de causar neurotoxicidade central. Esses resultados indicam que,
em ambientes contaminados por NPE, o aumento da temperatura associado as mudancas
climaticas, pode agravar os efeitos subletais do NPE, mesmo ap0s a exposi¢do a curto prazo.
A auséncia de regulamentacfes para concentracfes seguras de NPE na legislagdo brasileira,
somada ao aquecimento global, representa uma ameaca critica a biodiversidade, especialmente
para anfibios, destacando a necessidade urgente de diretrizes ambientais e estratégias de
mitigacao.

Palavras-chave: Anfibios. Contaminante emergente. Mudancas climaticas. Funcédo cardiaca.
Estresse oxidativo. Hepatotoxicidade. Neurotoxicidade.
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The global decline in amphibian populations has been extensively documented and is attributed
to a complex interplay of environmental factors. Among these, chemical pollution from
emerging contaminants, such as nonylphenol ethoxylate (NPE), combined with the increase in
surface water temperatures due to climate change, stands out. These factors, acting
synergistically, may exacerbate the significant decline in amphibian species. NPE, a surfactant
widely used in the formulation of sanitary, hygienic and agrochemical products, has frequently
been detected in Brazilian aquatic ecosystems at alarming concentrations, exceeding
international regulations. Despite its environmental relevance, there is a gap in knowledge
regarding the sublethal effects of NPE on amphibians, particularly under thermal stress
conditions. This study aimed to investigate the sublethal effects of acute exposure (48 h) to an
environmentally relevant concentration of NPE (30 pg L™) on Aquarana catesbeiana tadpoles
at Gosner stage 25, under two distinct thermal conditions (25°C and 30°C), as well as to
evaluate the interaction between these factors (NPE x temperature). Multiple biomarkers were
analyzed: biometric indices (Fulton’s condition factor [K], hepatosomatic index [HSI], and
relative ventricular mass [RVM]), physiological biomarkers (heart rate [fu], ventricular
contraction force [Fc], cardiac pumping capacity [CPC], contraction rate [+dF/dt], and
relaxation rate [-dF/dt]), biochemical biomarkers (activity of the antioxidant enzymes
superoxide dismutase [SOD], catalase [CAT], glutathione S-transferase [GST], and glutathione
peroxidase [GPx]; reduced glutathione content [GSH]; levels of lipid peroxidation [LPO] and
protein carbonylation [PC] in hepatic, branchial, and muscular tissues), and neurotoxic
biomarkers (acetylcholinesterase [AChE] activity in the brain and muscle). Exposure to NPE
induced hepatotoxic effects (reduction in HSI and antioxidant defenses), cardiotoxic effects
(reductions in RVM, Fc, +dF/dt, and -dF/dt), tachycardia, alterations in the antioxidant defense
system, and oxidative stress in the gills and muscle, as well as inhibition of muscular AChE.
The increase in temperature intensified the negative inotropic effect, depleted branchial
antioxidant defenses, and exacerbated oxidative stress in the liver and muscle, in addition to
causing central neurotoxicity. These results indicate that in environments contaminated with
NPE, rising temperatures associated with climate change may aggravate the sublethal effects
of NPE, even after short-term exposure. The absence of regulations for safe NPE
concentrations in Brazilian legislation, coupled with global warming, represents a critical threat
to biodiversity, particularly for amphibians, highlighting the urgent need for environmental
guidelines and mitigation strategies.

Keywords: Amphibians. Emerging contaminant. Climate changes. Cardiac function.

Oxidative stress. Hepatotoxicity. Neurotoxicity.
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1. Introducédo

1.1 Anfibios como bioindicadores

Populacdes de anfibios ao longo das ultimas décadas, estdo sofrendo declinios
alarmantes em diversas regies do mundo devido a multiplos estressores ambientais. Essa
situacdo tem levado a reducdo da biodiversidade desse grupo composto por anuros, urodelos e
apodas. Entre os principais desafios enfrentados pelos anfibios estdo: a destruicdo e
fragmentacéo de seus habitats (STUART et al., 2004; BECKER et al., 2007), baixa qualidade
da agua oriunda de polui¢des quimicas e fisicas (BLAUSTEIN et al., 2003; LUEDTKE et al.,
2023), mudancas climéaticas (POUNDS 2001; LUEDTKE et al., 2023) e introducéo de espécies
invasoras (KATS; FERRER, 2003; FICETOLA et al. 2007). Esses fatores, tanto isoladamente
guanto em conjunto, tém comprometido a sobrevivéncia de muitas espécies, tornando 0s
anfibios um dos grupos mais ameacgados do planeta. Esses animais sdo particularmente
vulneraveis a mudancas no ambiente devido a algumas caracteristicas intrinsecas, como a pele
permeavel, ciclo de vida dependente de habitats aquaticos e terrestres, e limitada capacidade
de dispersdo (DUELLMAN; TRUEB, 1994).

Figura 1. Esquema ilustrativo das algumas das principais causas do declinio global das populacées de

anfibios.
: Populacg6es de ‘ ‘
Poluicao anfibios '\/I'_Ufifslr_lcas
antropogénica _,t 1 climaticas

perda de habitats invasoras

Fragmentacao e % \L/ Espécies !

Fonte: elaborado pelo autor com figuras de acesso livre.
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O Brasil e reconhecido como um hotspot global de biodiversidade de anfibios,
abrigando em torno de 1.100 espécies, muitas das quais sdo endémicas, ou seja, Sao encontradas
somente nesse territorio (VASCONCELOS et al., 2014; SEGALLA et al., 2021). Essa riqueza
é resultado da grande diversidade de ecossistemas do pais, oferecendo habitats Unicos para a
reproducéo e sobrevivéncia desses animais. Dentro dos ecossistemas brasileiros, os anfibios
desempenham papéis ecoldgicos essenciais, como o controle de populagdes de invertebrados,
além de contribuirem para a dindmica de teias ecoldgicas complexas (SILVANO; SEGALLA,
2004; BRASILEIRO et al., 2005; STRUSSMANN et al., 2010). A elevada sensibilidade dos
anfibios a mudancas ambientais faz com que eles sejam considerados 6timos bioindicadores
da salde dos ecossistemas, tornando essencial a implementacdo de medidas de conservacao
(SENEVIRATNE et al., 2015; SABER et al., 2017). A conservacdo dessas espécies é
fundamental ndo apenas para a manutenc¢édo do equilibrio ecoldgico, mas também para garantir
a resiliéncia dos ecossistemas aquaticos e terrestres nos quais estao inseridos.

O comprometimento na qualidade da agua resultante de atividades antropicas tem um
impacto significativo nos ecossistemas aquaticos e na disponibilidade desse recurso para
diversos organismos. O lancamento de efluentes industriais e domésticos sem tratamento
adequado introduz poluentes quimicos, metais, contaminantes emergentes e nutrientes em
excesso, favorecendo processos como a contaminacdo por substancias toxicas (LIER;
LETTINGA, 1999; KANU; ACHI, 2011;). Além disso, 0 uso intensivo de pesticidas e
fertilizantes na agricultura contribui para a lixiviagdo de compostos nocivos para 0s corpos
d'agua.

Estudos na literatura demonstram como inseticidas e herbicidas (RELYEA, 2005;
LAJMANOVICH et al., 2015), misturas de pesticidas (HAYES et al., 2006), interacdes entre
estressores quimicos e fisicos (BLAUSTEIN et al., 2003) podem alterar o desenvolvimento
larval de anfibios. Esses efeitos incluem atraso no processo de metamorfose, anomalias
morfoldgicas, alteracdes comportamentais, comprometimento da maturacdo sexual, reducdo
do crescimento, maior vulnerabilidade a patdgenos e aumento da taxa de mortalidade. De modo
geral, alguns 6rgdos apresentam maior sensibilidade a estressores ambientais devido a maior
exposicao ou a relevancia de suas respostas fisiologicas a contaminacao.

O tecido branquial desempenha um papel fundamental na respiracdo e na regulagéo
osmotica dos girinos, caracterizando-se por sua elevada vascularizacéo e extensa superficie de
exposicdo, o que o torna diretamente suscetivel a interacdo com poluentes presentes no
ambiente aquatico (BERNABO et al., 2008; BRUNELLI et al., 2010). A exposicio a
contaminantes pode induzir danos histopatolégicos significativos, prejudicando as trocas
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gasosas ¢ a tomada de oxigénio (O:2) e comprometendo a capacidade osmorregulatéria
(CARRERA et al., 2007; ELIZALDE-VELAZQUEZ et al., 2023; SANTOS et al., 2024).

O tecido hepético, por sua vez, desempenha um papel central no metabolismo e na
desintoxicacdo de xenobidticos. Responsavel pela biotransformacéo e neutralizagao de toxinas
(APTE; KRISHNAMURTHY, 2011), o figado pode sofrer danos significativos frente a
exposicdo a poluentes, incluindo necrose, processos inflamatorios e alteracdes na atividade
enzimatica (BERNABO et al.,, 2014). A andlise da condi¢do hepéatica é crucial para a
identificacdo de efeitos subletais da contaminacdo, que podem comprometer tanto o
metabolismo energético (SALLA et al., 2020) quanto a capacidade biotransformacédo de
xenobioticos.

O sistema muscular é essencial para a locomocao, captura de alimentos e sobrevivéncia
dos girinos, também é vulneravel aos efeitos da contaminagdo quimica (CARVALHO et al.,
2017). AlteracGes na funcdo muscular de girinos induzidas por poluentes podem ocorrer por
meio da inducéo de estresse oxidativo (FERNANDES et al., 2021). Esse evento é favorecido
pela maior suscetibilidade do tecido muscular & entrada de contaminantes, uma vez que 0
aumento do fluxo sanguineo durante a metamorfose eleva a exposicao do tecido a agentes
toxicos. Alem disso, a elevada taxa metabdlica caracteristica desse estagio de desenvolvimento
contribui para a maior acumulacdo de poluentes que comprometem a funcdo muscular
(CARVALHO etal., 2017). Tais implicagdes podem resultar na reducéo da atividade natatoria
e do escape de predadores, diminuindo a aptidao dos girinos.

A avaliacdo das respostas cardiacas a exposicao a poluentes € de extrema relevancia,
uma vez que o coracdo é responsavel pela circulacdo sanguinea e pela perfusdo adequada de
O e nutrientes aos tecidos. Contaminantes como metais, pesticidas e compostos organicos
podem interferir na funcdo cardiaca, causando alteracfes na frequéncia cardiaca (COSTA et
al., 2014), reducdo da forca de contracdo do miocardio ventricular (COSTA et al., 2008) e
alteracBes morfoldgicas, como a hipertrofia (aumento da massa ventricular) (SALLA et al.,
2015) ou a degeneracdo do miocardio (reducdo da massa ventricular) (GONCALVES et al.,
2025). As alteragfes na massa do miocardio ventricular atuam como um mecanismo de ajuste
fisiolégico em animais ectotérmicos, permitindo que esses organismos lidem com os
estressores ambientais, sendo essencial para preservar a funcdo cardiacaem condicGes
ambientais adversas (CALORE et al., 2007; KEEN, 2017).

O sistema nervoso desempenha um papel essencial na captacdo, processamento e
geracdo de respostas aos estimulos ambientais. As respostas do sistema nervoso a
contaminagdo sdo de extrema relevancia, uma vez que o sistema nervoso central (SNC) e
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periférico (SNP) sdo diretamente afetados, prejudicando funcbes vitais como locomocao,
alimentac&o e resposta a predadores (OSSANA; CASTANE; SALIBIAN, 2013; CARVALHO
et al., 2020). Compostos como organofosforados e disruptores enddcrinos podem inibir
enzimas essenciais para a transmissdo sindptica resultando em descoordenacdo motora,
paralisia e alteracdes comportamentais significativas em vertebrados (TALORETE et al., 2001;
ARONZON et al., 2016).

A avaliacdo integrada desses 6rgaos, por meio de uma abordagem que utiliza maltiplos
biomarcadores, é fundamental para compreender os efeitos subletais da contaminacéo
ambiental sobre a fisiologia de diferentes sistemas de girinos. Essa abordagem permite a
identificacdo de alteracdes subletais antes que efeitos letais se manifestem. Dessa forma, o
monitoramento desses biomarcadores € essencial para a implementacao de estratégias de gestao
ambiental e para a protecdo da salude dos ecossistemas aquéaticos. Com base nesses dados, é
possivel avaliar e prever com maior precisdo as consequéncias ambientais, proporcionando
uma compreensao mais abrangente e robusta dos impactos de um determinado xenobiotico
(GALLOWAY et al., 2004).

A ré-touro (Aquarana catesbeiana, SHAW 1802) € uma espécie amplamente estudada
e conhecida. Originaria da América do Norte, essa espécie foi introduzida no Brasil para fins
comerciais (CUNHA; DELARIVA, 2009). Entretanto, 0 manejo inadequado por parte dos
produtores resultou na fuga de exemplares dos criadouros, o que facilitou a invasao da espécie
e seu estabelecimento em ambientes tropicais. Devido a sua alta capacidade adaptativa e a
auséncia de predadores naturais, a ra-touro expandiu-se por vastas areas do territorio brasileiro,
tornando-se uma espécie exdtica invasora (FICETOLA et al., 2007; LEVER, 2023). Essa
caracteristica, aliada a sua elevada homogeneidade genética (JORGEWICH-COHEN et al.,
2022), faz com que as respostas de diversos biomarcadores a xenobioticos sejam consistentes
entre os individuos, conferindo maior reprodutibilidade aos estudos experimentais.

Apesar da ra-touro ser considerada uma espécie relativamente resistente a poluentes,
ela representa um modelo experimental valioso por algumas razdes. Em primeiro lugar, 0s
dados obtidos com girinos de A. catesbeiana podem ser extrapolados para prever os impactos
de estressores em espécies de anfibios mais sensiveis, que muitas vezes sdo mais dificeis de
estudar diretamente devido & sua menor tolerancia a poluicéo ou a escassez de individuos nos
ambientes naturais. Além disso, a utilizacdo de uma especie exotica e invasora como a ra-touro
estd alinhada com o principio dos 3R's (Replacement, Reduction and Refinement) no uso de
animais em pesquisas, especificamente o conceito de substituicdo. Ao utilizar uma espécie que
ja esta amplamente disseminada e que compete com espécies nativas, reduz-se a necessidade
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de coletar ou criar espécies nativas para fins experimentais, minimizando assim o impacto
sobre populacdes selvagens, muitas das quais estdo ameacadas de extin¢cdo. Devido a maior
vulnerabilidade das larvas aos estressores, utilizar girinos de ré-touro se torna essencial,
principalmente em estagios pré-metamdrficos, como o estagio 25 de Gosner, onde a larva
possui todos os 6rgdos desenvolvidos e direcionam suas reservas energéticas e processos
fisiolégicos para a metamorfose, um periodo critico para o sucesso na fase adulta. A maioria
dos estudos ecotoxicoldgicos com anfibios anuros é realizada apds as branquias das larvas se
tornarem internalizadas, nos estagios de Gosner 25 a 32 (DEVILLERS; EXBRAVAT, 1992).
Portanto, a ra-touro ndo apenas oferece um modelo robusto e confiavel para estudos
ecotoxicologicos, mas também permite a aplicacdo de praticas éticas na pesquisa, contribuindo

para a conservacao de espécies nativas.

1.2 Nonilfenol etoxilado (NPE)

Membro do grupo dos alquilfenois, o nonilfenol etoxilado (NPE) € um composto
pertencente a classe dos surfactantes nao i6nicos, amplamente utilizado em processos
industriais. Devido as suas caracteristicas anfifilicas, o NPE ¢ utilizado na formulagdo de
diversos produtos de limpeza de uso geral (detergentes, sabonetes, desinfetantes e
desengordurantes, por exemplo), emulsificantes em tintas latex, umectantes, solubilizantes
utilizados em pesticidas, agentes de flotacao, produtos de limpeza nas industrias de metalurgia,
téxtil e alimentar, além de limpadores de uso doméstico (THIELE et al., 1997; YING, 2002;
SOARES, 2008). E frequentemente utilizado em solucBes aquosas, com aproximadamente

60% sendo descarregados no ambiente aquatico (SOLE et al., 2000).

O NPE ¢ produzido a partir do nonilfenol (NP) proveniente do refino de petréleo e
classificado como uma substancia quimica de alto volume de producéo, com uma producao
anual estimada em 1.700.000 toneladas nos Estados Unidos e até 100.000 toneladas na Unido
Europeia (DE LA PARRA-GUERRA; ACEVEDO-BARRIOS 2023). No Brasil, ndo ha dados
sobre a producdo anual de NPE. A estrutura quimica do NPE contém cadeias de Oxido de
etileno adicionadas a hidroxila da molécula do NP, conferindo propriedades emulsificantes e
solubilizantes (ATTA et al., 2014). Essas caracteristicas tornam o NPE um agente eficaz para
reduzir a tensdo superficial de liquidos, facilitando a solubilizacdo de substancias insollveis

em agua.

O NPE ¢ classificado como um contaminante emergente (CE). Os CEs incluem uma

ampla variedade de compostos, como farmacos, produtos de higiene pessoal, hormonios
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exogenos e pesticidas, que ndo sdo comumente removidos e eliminados apds o tratamento das
aguas. Adicionalmente, os CEs ndo sdo monitorados e regulamentados pelas legislacGes
ambientais (SAUVE; DESROSIERS, 2014; TAHERAN et al., 2018). Eles s&o frequentemente
liberados no ambiente por meio de efluentes domésticos, industriais e agricolas, e, devido a sua
persisténcia e capacidade de bioacumulacdo, podem causar impactos negativos mesmo em
baixas concentraces (KAN et al., 2022). A preocupacdo com esses contaminantes aumenta a
medida que estudos revelam seus efeitos como agentes toxicos para diferentes espécies,
destacando a necessidade de maior atencdo e regulamentacéo.

Figura 2. Moléculas do NPE, NP e 17B-estradiol.
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Fonte: imagens de acesso livre.

Estudos investigando os efeitos do NPE s&o essenciais, pois sua degrada¢do no meio
ambiente (via biodegradacdo ou fotodegradacao) (EKELUND et al., 1993; AHEL et al., 1994),
gera subprodutos com alta persisténcia e toxicidade, sendo detectado em diversas matrizes
ambientais. Um dos principais produtos dessa degradacao é o proprio NP, um classico disruptor
enddcrino como os outros alquilfendis, ja bem documentado na literatura sua agdo sobre a via
estrogénica desde organismos aquaticos até mamiferos terrestres (GONG; HAN, 2006;
WARING; HARRIS, 2007; SOARES et al., 2008; JIN et al., 2010; CAPALDO et al., 2012;
PARRA-GUERRA et al., 2020; BHANDARI et al., 2021; ZHAO et al., 2024)

O NP ganhou notoriedade como um potencial xenoestrégeno apos trabalhos como o de
Soto et al. (1991), que verificaram um alquilfenol empregado na producéo dos tubos de ensaio
estava induzindo a mitose de células tumorais de mama MCF-7, o que mais tarde foi
relacionado a sua atividade estrogénica por similaridade estrutural e funcional com o 17p-

estradiol (SOARES, 2008). Bevan et al. (2003) demonstraram que, em girinos de Xenopus
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laevis, 0 NPE é mais toxico e com efeitos potencializados sob o desenvolvimento dos animais,
do que pelo 17pB-estradiol exdgeno em concentracdes equivalentes.

Estima-se que aproximadamente 60% do NP e derivados produzidos globalmente sejam
descartados em sistemas de abastecimento de 4gua (HONG et al., 2020; BHANDARI et al.,
2021). Devido as preocupacOes relacionadas ao uso de NP e etoxilados, alguns paises
estabeleceram regulamentacbes para definir os valores maximos permitidos desses
contaminantes em corpos d'dgua superficiais. Na Unido Europeia (2008), a Diretiva
2008/105/CE estabelece normas de qualidade ambiental para substancias prioritarias, incluindo
o nonilfenol. Essa diretiva fixa o limite maximo de concentragdo de 0,3 pg L™ para o NP em
aguas superficiais, visando proteger os ecossistemas aquaticos e a salde humana. A Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) estabeleceu critérios de qualidade da
agua para o nonilfenol, visando proteger a vida aquéatica. De acordo com essas diretrizes da
EPA (US EPA, 2005), a concentracdo maxima e segura de NP para ambientes dulcicolas é de
28 ug L por até 1 h, enquanto a concentragio continua maxima é de 6,6 pug L. Esses valores
foram determinados com base em estudos toxicoldgicos com modelos de peixes, invertebrados
e plantas, para garantir a protecdo dos recursos aquaticos. Adicionalmente, 28 pg L™ de NP
enquadra-se como uma concentracdo potavel para a populacdo, segundo os critérios de
qualidade de agua da US EPA. No Canada, o NP e seus etoxilados sdo considerados substancias
toxicas sob a regulacdo do Conselho Canadense do Ministério do Ambiente (CCMA), o qual
recomenda como concentracdo maxima o valor de 1 pug L™ de NP em &guas superficiais
(CCMA, 2002). Alem disso, o Canada implementou regulamentos para reduzir a liberacdo
desses compostos no meio ambiente, incluindo restricbes ao uso de NPE em determinados

produtos e processos industriais.

No contexto brasileiro, ndo ha uma regulamentacdo especifica para o0 NP e seus
etoxilados na agua. A resolucdo n°357/2005 do CONAMA, que compreende a legislacao sobre
ambientes dulcicolas e o controle do langamento de efluentes, ndo inclui o0 NP e o NPE, além
de outros disruptores enddcrinos. Portanto, no Brasil o NPE é considerado um CE. Estudos
realizados no pais tém detectado a presenca de NP nas &guas brasileiras, especialmente em
regides com alta densidade populacional e atividades industriais intensas. O trabalho de Moura
(2008) avaliou as concentracdes de NP e de seus etoxilados NPEO1 e NPEO2 em amostras de
afluentes e efluentes de estacOes de tratamento de esgoto em 5 cidades do interior do estado de
S&o Paulo. As concentracGes de NP em afluentes e efluentes dos pontos de coleta variou de 1,3

al117 pg Lte 2,8 a 267 pg L2, respectivamente. Ja os compostos etoxilados presentes nos
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afluentes, a concentragdo variou de 4,5 a 2.963 pg L™ e nos efluentes de 1,9 a 369 pg L. De
maneira similar, Franco (2013) detectou NP em concentracdes de 20 e 35,5 pg L™ em diferentes
pontos de amostragem de &guas superficiais no Ribeirdo das Cruzes (UGRHI-13), em
Araraquara (SP). Na regido metropolitana de Belo Horizonte (MG), Alves et al. (2022)
detectaram concentracdes de NP variando de 2,1 a 8,5 ng L™ em estacdes de tratamento de
agua.

A preocupacdo acerca do despejo em efluentes do NPE aumentou apds a pandemia de
COVID-19, uma vez que aumentou 0 uso de produtos sanitarios, com estudos destacando
elevacOes na deposicdo de compostos surfactantes em ambientes aquéaticos durante e apds esse
periodo (ALYGIZAKIS et al., 2021; ABBASI; SICAKYUZ, 2024), devido a sua extensa

utilizacdo em produtos de higiene e sanitarios.

Figura 3. Representagdo de como as vias (hospitalar, industrial e doméstica) de despejos do NPE
pode atingir as populac6es de anfibios.

Pandemia
COVID-19 » ¥

Fonte: elaborado pelo autor com figuras de acesso livre.

A grande maioria dos estudos sobre os impactos do NP e NPE em anfibios estdo
centrados na elucidagdo dos seus efeitos na metamorfose e desenvolvimento, sobretudo em
suas a¢Oes em atuar como disruptores endocrinos (PARK et al., 2010; XU et al., 2019). H3,
portanto, uma lacuna no conhecimento desenvolvido de suas possiveis a¢des em diferentes
tecidos e sistemas, sobretudo em niveis subletais, dentro dos padrbes regulatorios
internacionais e ambientalmente relevantes. Essas avaliacfes s@o essenciais para compreender
0s impactos ecotoxicol6gicos desses compostos em organismos aquaticos e para subsidiar

politicas de controle e mitigacdo de riscos ambientais.
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1.3 Mudangas climaticas

Como consequéncia das mudangas ambientais antropogénicas, o0 mundo enfrenta o
aquecimento global, impulsionado principalmente pela emisséo de gases de efeito estufa, como
o dioxido de carbono (CO2) e o metano (CH4) (FILONCHYK et al., 2024). Essas alteracoes
incluem o aumento da temperatura média do planeta, mudancas nos padrbes de precipitacao,
elevacdo no nivel dos oceanos e eventos climaticos extremos, como secas prolongadas e
tempestades intensas (LOAICIGA et al., 1996; WETHERALD; MANABE, 2000; MA et al.
2020). Esses fendbmenos tém impactos profundos e interconectados sobre 0s ecossistemas
aquaticos continentais, que incluem ambientes l6ticos (rios e corregos) e Iénticos (lagos, lagoas
e reservatdrios), 0s quais sdo essenciais para a manutencdo da biodiversidade e dos servicos
ecossistémicos (CARPENTER et al., 1992; MATTHEWS, 2010).

Segundo as projecdes Shared Socio-Economic Pathways (SSPs) para o ano de 2100
elaboradas pelo Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC, 2023), em um
cenario de baixas emissdes (SSP1-1.9) aguas continentais em regides tropicais podem
aumentar de 1,0°C a 1,5°C, atingindo temperaturas de 26°C a 31°C. No cenario intermediario
(SSP2-4.5), esses mesmos ambientes podem variar a temperatura de 1,5°C a 2,5°C, podendo
chegar a 33°C nessas regifes. E em um cenario de altas emissfes (SSP5-8.5) 0 aumento da
temperatura das aguas superficiais tropicais podem variar de 2,5°C a 4,0°C, atingindo
temperaturas de 29°C a 35°C até 2100. Portanto até o ano de 2100 segundo o IPCC (2023), a
temperatura média das aguas superficiais (oceanos e aguas continentais) podem aquecer
entre 1,0°C e 4,0°C, dependendo do cenario de emissbes de gases de efeito estudo. Essas
mudancas terdo impactos profundos sobre a biodiversidade aquatica, os ciclos biogeoquimicos
e 0s servigos ecossistémicos, reforcando a necessidade de agdes urgentes para mitigar as
mudancas climaticas.

Figura 4. Representagdo dos impactos do aquecimento das aguas superficiais sobre a riqueza de
espécies e a selecdo de espécies resistentes a altas temperaturas. A esquerda, observa-se um cenario
com temperatura ambiental normal, onde ha uma maior diversidade de espécies coexistindo. A direita,
ilustra-se um cenario de temperatura elevada, no qual a riqueza de espécies diminui significativamente,
favorecendo a predominancia de espécies adaptadas ou resistentes a condigdes térmicas mais extremas.

Fonte: elaborado pelo autor com figuras de acesso livre.
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Um dos principais aspectos emergentes das mudancas climaticas, séo as alteracdes nos
regimes hidrolégicos, como a frequéncia e a intensidade de chuvas, o que pode levar a eventos
de inundacBes ou secas extremas (BILHAJ et al., 2021). Em ambientes I6ticos, inunda¢Ges
podem causar a lixiviacdo de poluentes e sedimentos de areas adjacentes, aumentando a carga
de contaminantes quimicos nos rios e corregos (NOYES et al., 2009). Em ambientes Iénticos,
como lagos e reservatorios, a reducdo do volume de agua durante periodos de seca pode
concentrar contaminantes (MATTHEWS, 2010). Essas alteragdes ndo apenas afetam a
qualidade da &gua, mas também amplificam os impactos da contaminagdo quimica sobre a
biota aquética, podendo levar a biomagnificacdo de substancias toxicas na cadeia alimentar.

Miller et al. (2018) focaram em estimar a magnitude e a direcdo dos efeitos dos fatores
climéticos sobre as mudancas populacionais, considerando como esses fatores afetam a
disponibilidade de habitat e a sobrevivéncia em diferentes estagios de vida dos anfibios. Esse
trabalho analisou mudancas populacionais em nivel de ocupacéo de habitats, permitindo prever
mudanc¢as na riqueza de espécies e na extensdo de seus habitats. Em geral, os anfibios
responderam conforme o esperado: maior disponibilidade de 4gua durante a reproducéo teve
efeito positivo, especialmente em regides quentes e secas. Portanto, as alteragcdes no fluxo
hidroldgico sdo um fator importante para a sobrevivéncia das espécies de anfibios.

Muitas espécies aquaticas sdo ectotérmicas, 0 que as torna altamente sensiveis a
variagOes térmicas, uma vez que os processos fisiologicas fundamentais, como metabolismo,
reproducéo e crescimento, sao diretamente regulados pela temperatura ambiental (BURRACO
et al., 2020). Em anfibios, mudancas na temperatura podem influenciar significativamente o
tempo necessario para a metamorfose, as taxas de crescimento e o tamanho corporal dos
individuos adultos, impactando diretamente sua aptiddo e sucesso reprodutivo (POTTIER et
al., 2024). De acordo com Angilletta (2009), a tolerancia térmica de um organismo é definida
como a faixa de temperatura na qual suas atividades vitais e sobrevivéncia sao viaveis, sendo
um fator crucial para sua distribuicdo geogréafica. Além disso, o 6timo térmico, que corresponde
a temperatura de maxima eficiéncia fisiologica, esta diretamente relacionado a temperatura
preferencial de espécies ectotérmicas. A interacdo entre tolerancia térmica e 6timo térmico é
essencial para compreender os impactos das mudancas climéticas, particularmente do
aquecimento global, sobre a sobrevivéncia e a persisténcia das espécies em seus habitats
naturais.

Além disso, 0 aumento da temperatura pode intensificar a toxicidade de contaminantes
quimicos (NOYES et al., 2009), que se tornam mais biodisponiveis e reativos em &aguas
aquecidas, exacerbando seus efeitos nocivos sobre a biota. 1sso é particularmente preocupante
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para os anfibios, cujos estagios larvais, mais vulneraveis, estdo expostos a uma série de
estressores ambientais, além de dependerem completamente do meio aquatico para sua
sobrevivéncia e desenvolvimento.

De acordo com a reviséo de Pinheiro et al. (2021) sobre a influéncia das varia¢des
fisico-quimicas da dgua na toxicidade de contaminantes para a vida selvagem, ha preocupacdes
significativas em relacdo as mudancas na temperatura da agua. No contexto das mudancas
climéticas, alteracfes nas propriedades fisico-quimicas, como variagdes de temperatura, pH e
O dissolvido, podem intensificar os efeitos da poluicdo, aumentando os riscos para 0s
ecossistemas de agua doce. Diante desse cenario, ha uma necessidade urgente de estudos que
integrem mudancas climaticas e a toxicidade de poluentes, especialmente os de carater
emergente, com o objetivo de prever e mitigar impactos futuros. Assim, investir em pesquisas
que explorem essas interacbes complexas, desenvolver métodos avangados para modelar riscos
de poluentes em cenérios futuros e integrar dados globais para criar avaliacGes de risco mais
precisas e realistas, se torna essencial para garantir a salde e a sustentabilidade dos
ecossistemas dulcicolas.

Portanto, o aquecimento global, combinado com as atividades antrépicas, pode agravar
a perda de habitats aquéaticos essenciais, como zonas Umidas e margens de rios, que
desempenham papéis cruciais na reproducdo e no abrigo de diversas espécies de anfibios. A
interacdo entre esses fatores e a continua contaminacgdo quimica pode resultar na diminuicdo
da biodiversidade, extingdo de espécies mais sensiveis e proliferacdo de espécies invasoras,

mais tolerantes as novas condi¢des climaticas e antropogénicas.

1.4 Justificativa

Com o avango do conhecimento sobre a complexidade dos sistemas ecolégicos,
consolidou-se a compreensdo de que o declinio das populaces de anfibios ndo pode ser
atribuido a um unico fator isolado, mas sim a interacbes multifatoriais e sinérgicas entre

diversos estressores ambientais.

Pesquisas tém evidenciado que os anfibios sdo especialmente vulneraveis a exposicao
ao NPE (PERROTA; TRIPEPI, 2012; BERNABO et al., 2014; GONCALVES et al., 2025),
com estudos que abrangem ndo apenas sua acao xenoestrégena, mas também outros efeitos
toxicos. Além disso, &€ necessario subsidiar resultados sobre a toxicidade do NPE em
organismos aquaticos que estdo expostos a concentragdes cada vez mais crescentes desse CE,

principalmente no periodo pds-pandémico e em paises sem regulamentacdes para suas
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concentragdes nos ambientes aquaticos.

Até o momento, ndo ha estudos na literatura que investiguem os efeitos sinérgicos do
NPE e da temperatura em modelos de anfibios. A analise dos impactos combinados desses
fatores sobre girinos de A. catesbeiana, pode contribuir para o avango do conhecimento sobre
como as espécies de anfibios respondem a ambientes multiestressores. Ha a necessidade de
avaliar os efeitos da exposicdo a contaminantes em diferentes espécies, para compreender a
vulnerabilidade dos organismos aquaticos frente as mudangas climaticas em andamento
(MONTEIRO etal., 2021). Uma abordagem com multiplos biomarcadores pode elucidar como
0s estressores interagem em diversos tecidos e processos fisiologicos e bioquimicos de forma
sistémica. A faixa térmica preferencial dos girinos de rd-touro em estagios posteriores ao
estagio 20 de Gosner, fica entre 25°C e 28°C (WOLLMUTH; CRAWSHAW, 1988) e a
temperatura critica maxima da espécie em estagios pré-metamdorficos € de 36-37 °C (MENKE;
CLAUSSEN, 1982; BRATTSTROM, 1986). Dessa forma, a exposi¢do a uma temperatura
mais elevada, como 30°C, pode induzir estresse térmico, simulando cenarios reais projetados
pelo IPCC (2023) para 0 aumento das temperaturas das aguas continentais em regides tropicais,
como o Brasil. Os resultados permitem inferir as respostas fisioldgicas adaptativas que larvas
de espécies nativas poderiam enfrentar em contato com o NPE sob condic¢des de aquecimento
global, fornecendo subsidios para prever impactos realistas e orientar estratégias de

conservacao.

1.5 Hipotese

Diante da lacuna de conhecimento sobre os efeitos da exposicdo aguda ao NPE em
multiplos biomarcadores de girinos, em um cenario de temperaturas elevadas devido ao

aquecimento global, surge a hipotese:

> A exposicdo aguda a concentragdo ambientalmente relevante de 30 pg L de NPE a
25°C promove efeitos negativos nos multiplos biomarcadores em girinos de Aquarana
catesbeiana e essas respostas seriam potencializadas a 30°C, devido a interagéo

sinérgica entre temperatura e a exposi¢do ao contaminante.

1.6 Objetivo geral

Avaliar os efeitos subletais da exposi¢do aguda (48 h) ao surfactante NPE (30 ug L)
em duas condicdes térmicas distintas (25°C e 30°C), bem como a interacao entre esses fatores

(NPE x temperatura), em multiplos biomarcadores de girinos de Aquarana catesbeiana no
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estagio 25 de Gosner.

1.6.1 Objetivos especificos

>

Avaliar a concentracdo real de NPE na agua, apos a exposicao a concentragdo nominal
de 30 pg L.

Avaliar os impactos nos seguintes indices biométricos: fator de condicdo (K), indice
hepatossomatico (IHS) e massa ventricular relativa (MVR);

Avaliar os efeitos das exposi¢cdes na frequéncia cardiaca (fn);

Avaliar os efeitos das exposi¢Oes sobre os parametros de contratilidade ventricular ex
vivo, a saber: forca de contracdo isométrica (Fc), taxas de contracdo (+dFc/dT) e de
relaxamento (-dFc/dT) e indice de capacidade de bombeamento cardiaco (CBC);
Avaliar os efeitos das exposicGes sobre a atividade enzimética da superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST) e glutationa peroxidase (GPx)
nas branquias, figado e musculo;

Quantificar o conteudo ndo-enzimatico de glutationa reduzida (GSH) nas branquias,
figado e masculo;

Determinar os niveis dos biomarcadores de estresse oxidativo: peroxidacgdo lipidica
(LPO) e proteina carbonilada (PC) nas branquias, figado e musculo;

Avaliar a neurotoxicidade do contaminante atraves da atividade da acetilcolinesterase
(AChE) no tecido nervoso e muscular;

Avaliar a interacdo entre a temperatura e a exposicdo ao NPE em todos os

biomarcadores.
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2.1 Animais

Girinos (massa: 2,1 £ 0,2 g; comprimento: 5,5 £ 0,7 cm) de Aquarana catesbeiana
(Shaw, 1802) foram adquiridos em um ranario comercial, Ranamat (Matdo, SP; 21°65'S e
48°38'0). Os animais foram aclimatados até atingirem o estagio de Gosner 25 (Gosner, 1960)
em tanques de 500 L equipados com suprimento continuo de agua declorinizada, aerada
(PwO2 > 100 mmHg), a uma temperatura constante de 25°C (25 £ 1°C), sob fotoperiodo natural
(~12 h claro: 12 h escuro) e alimentados ad libitum com racdo comercial (Pro Acqua MP 31,

Moinho Primor) contendo 35% de proteina.

Figura 5. Exemplares de Aquarana catesbeiana no estagio de Gosner 25 empregados no estudo.

Fonte: autoria propria.

2.2 Delineamento experimental

Os girinos foram expostos a concentracdo nominal e ambientalmente relevante de 30
ug Lt de NP com nove cadeias etoxiladas - NPE (Tergitol NPE9®, Sigma, CAS n°: 127087-
87-0), durante 48 h (exposi¢do aguda) a duas temperaturas distintas de 25°C e 30°C, em
aquarios e em sistema estatico. Segundo o estudo de Staples et al. (1999), o NPE possui uma
meia-vida de biodegradacdo aerdbica de aproximadamente 20 dias em sistemas laboratoriais,
0 que indica que, dentro do periodo de 48 horas, ndo ocorrerd degradacdo significativa do

composto. Dessa forma, os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

a. Grupo controle (Ct25, n = 24): girinos expostos em agua livre de NPE a 25°C;

b. Grupo exposto a0 NPE (NPE25, n = 24): girinos expostos a 30 pg L™ de NPE
(Tergitol NPE9®, Sigma) a 25°C;

c. Grupo controle (Ct30, n = 24): girinos expostos em agua livre de NPE a 30°C;
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d. Grupo exposto a0 NPE (NPE30, n = 24): girinos expostos a 30 pug L™ de NPE
(Tergitol NPE9®, Sigma) a 30°C.

Os aspectos metodoldgicos, como a realizacdo dos ensaios em duplicata, a proporgao
de um girino por litro, o tempo de exposi¢cdo aguda (48 h) e o jejum dos girinos durante a
exposicdo, foram estabelecidos de acordo com as normas da American Society for Testing and
Materials (ASTM, 2000). Os parametros de qualidade da 4gua dos ensaios foram monitorados
diariamente e mantidos constantes em todos os grupos experimentais. Os valores dos
parametros fisico-quimicos mantiveram-se constantes: temperatura, 24,5-25,2°C e 29,1-
30,1°C; O dissolvido, 123135 mmHg; pH, 6,8-7,5; dureza total, 52-67 mg L (CaCOs3);
condutividade, 74-99 uS cm™; e aménia total, 0,6-1,0 mg L.

A concentracéo de 30 pg L™ de NPE foi escolhida baseada em dados na literatura que
indicam niveis similares e, até superiores, detectados em estacdes de tratamento de &gua
brasileiras (MOURA, 2009; ALVES, 2022). A US EPA (2005) estabelece uma das poucas
regulamentaces internacionais para o nonilfenol e seus etoxilados, tendo como limite maximo
e seguro para a biota dulcicola a concentragio de 28 ug L™ no periodo de até 1 hora. Testar
essa concentracdo por 48 h é relevante para avaliar os impactos desse contaminante em cenarios
de poluicéo intensa, como os observados no Brasil. Além disso, em um estudo recente do grupo
de pesquisa, essa concentracdo promoveu efeitos cardiotoxicos em girinos de Aquarana

catesbeiana durante uma exposicéo subcronica por 16 dias (GONCALVES et al., 2025).

Figura 6. Girinos de A. catesbeiana do grupo controle (a esquerda) e expostos a 30 ug L de NPE (a
direita) mantidos a 30°C em sistema estético.

Fonte: autoria propria.

Ap0s a exposicao, os girinos de ambos 0s grupos experimentais foram eutanasiados por
concussao cefalica seguida de transec¢do da medula espinhal, seguindo as normas da American
Veterinary Medical Association — AVMA (2001), uma vez que anestésicos interferem na
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funcéo cardiaca (MEDLER, 2019). Esses animais foram utilizados para o registro da fy e a
analise da contratilidade miocardica ex-vivo. Os girinos empregados nas réplicas da exposi¢do
foram eutanasiados por superdosagem de anestésico (benzocaina, 0,1%). Em seguida as
branquias, cérebro, figado, musculo e coragdo foram removidos, lavados em salina a 0,9%,
congelados em nitrogénio liquido e estocados em freezer -80°C para as analises dos marcadores
bioquimicos e neurotdxicos. Todos os protocolos e experimentos foram aprovados previamente
pela CEUA da UFSCar (CEUA/UFSCar #1876190520).

2.3 Quantificacao de NPE na 4gua

Amostras de agua foram coletadas da coluna d’agua dos aquarios logo apds o inicio das
exposicdes. As analises foram conduzidas no Laboratério Multiusuario HPLC-MS/MS do
Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho (UNESP),

campus Araraguara.

A quantificacdo do NPE foi realizada de acordo com o trabalho de Sodré et al. (2010).
A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi realizada no equipamento Shimadzu
Nexera X2, composto por uma bomba binaria LC-30AD, um injetor automatico SIL-30AC e
um forno de coluna CTO-20A. Esse sistema é acoplado ao espectdmetro de massas em tandem
(MS/MS) 3200 QTRAP (AB SCIEX) com trap linear de ions quadrupolo. O volume de injecao
foi de 5 L, e a separacao cromatogréafica foi realizada em uma coluna Kinetex C18 (2,6 um x
50 mm x 2,1 mm), mantida a 40°C. A fase movel consistiu em H>O ultrapura com 0,1% de
acido formico (fase movel A) e metanol com 0,1% de acido formico (fase moével B). O fluxo
foi mantido em 0,5 mL min™', e a separacdo foi realizada por cromatografia de fase reversa
com o seguinte gradiente: de 65% B para 100% B em 3 min, mantido em 100% B por 1 min,
retornando a 65% B em 0,5 min e estabilizando por 3,5 min. A ionizacao foi conduzida por
electrospray no modo positivo, com o0s seguintes parametros: pressdo do gas nebulizador de 50
psi, temperatura do gas de secagem de 650°C e voltagem do capilar de 5500 V. Para a
quantificacdo do NPE, o ion precursor foi monitorado em 634,5 m/z, e o ion produto em 89,3

m/z, com um dwell time de 100 ms.

2.4 Indices biométricos

A biometria dos animais ensaiados foi realizada, medindo-se a massa e comprimento
total dos girinos, a massa dos figados e ventriculos. Com os resultados da biometria foi possivel
calcular fator de condicéo de Fulton [K = 100 x massa do corpo (g) (tamanho do corpo)?®], o

indice hepatico-somatico [IHS = (peso do figado/peso do peixe) x (100)] (HEGDE;
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KRISHNAMURTHY, 2014) e a massa ventricular relativa [MVR = (massa do
ventriculo/massa do girino) x (100)] (COSTA et al., 2015).

2.5 Biomarcadores fisiologicos

Ap0s a eutanésia, a f in loco foi avaliada por observagéo direta (3 minutos) e registrada
em batimentos por minuto (bpm). As medic6es foram realizadas posicionando os individuos
em recipientes de contengéo preenchidos com solucdo ringer, adaptados a partir de placas de
Petri. A cavidade celomatica foi aberta cirurgicamente em direcdo caudal-cranial para expor o
pericardio, possibilitando a visualizacdo dos batimentos cardiacos (DAL-MEDICO et al.,
2014; SALLA etal., 2015). Essa analise apresenta resultados sobre a frequéncia cardiaca basal,
dito que evita os efeitos adrenérgicos induzidos por estresse devido a implantacéo de eletrodos
de eletrocardiografia subcutaneos (SALLA et al., 2015).

Apos o registro da fu, os ventriculos foram isolados cirurgicamente e transferidos para
uma solucao ringer prépria para a espéecie, com a seguinte composic¢dao (mM): 115 NaCl, 5 KCl,
30 NaHCOg3, 0,94 MgS0s, 2,5 CaCl, de acordo com os procedimentos delineados por Costa et
al. (2008) e Monteiro et al. (2017). As extremidades dos ventriculos foram presas em espirais
metélicas e as preparacfes foram entdo suspensas verticalmente em uma cubeta contendo
solucdo Ringer termostatizada a 25°C ou a 30°C, dotada do borbulhamento constante de uma
mistura carbogénica (2% COz e 98% O2). Uma extremidade foi conectada a um transdutor de
forca isométrica por meio de um fio de aco inoxidavel. A outra espiral metalica foi fixada a um
gancho proximo a eletrodos de estimulacdo. Os eletrodos de estimulacdo foram acoplados a
um estimulador elétrico (Grass S88, Grass Technologies, USA), que forneceu pulsos elétricos
de 8 ms de duracdo a uma voltagem de 60 V e uma corrente de 150 mA. Os transdutores de
forca isométrica (Grass FT.03 Transducer, Grass Technologies, USA) foram acoplados ao
sistema de aquisicdo e analise de dados Biopac MP150 (Biopac Systems, Inc., USA) por meio
do software AcqKnowledge (Biopac Systems Inc., USA). Inicialmente, os ventriculos foram
estimulados a uma frequéncia de 12 bpm (0,2 Hz, steady-state) e microestirados, até que uma
relacdo constante entre o os ventriculos foram submetidos a incrementos sucessivos de 0,2 Hz
na frequéncia de estimulacdo até os registros de contracdes se tornarem irregulares a fim de
obter a relacdo forga-frequéncia. Esse protocolo permite avaliar a capacidade do miocérdio em
manter o acoplamento excitacdo-contracdo (AE-C) em frequéncias sub-fisioldgicas,

fisioldgicas e supra-fisiologicas.
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Figura 7. Set up para analises de contratilidade ventricular ex vivo. (A) registro das contragGes isométricas; (B)
sistema de aquisigdo de dados BIOPAC 150 (acima) e estimulador elétrico Grass S88 (abaixo); (C) cubetas
contendo hastes para o micro estiramento dos ventriculos acopladas aos transdutores de forca de contragao
isométrica (Grass FT.03 Transducer); (D) ventriculo de girino preso entre duas espeirais dentro da cubeta
contendo solugdo Ringer, com eletrodos proximos ao ventriculo e o borbulhamento de mistura carbogénica; (E)
pardmetros de contratilidade ventricular gerados pelos registros de contrag&o.

\-dFe/dT E

Fonte: (Fig. A, B, C e D) elaborado pelo autor (Fig. E) modificado de Monteiro (2011).

A érea da se¢do transversa foi calculada utilizando o comprimento e massa Umida de
cada preparacdo ventricular e a densidade muscular de 1,06 g cm™ (LAYLAND et al., 1995).
A forca de contracdo (Fc — mM mm?) foi calculada pela diferenca entre os valores do pico da
tensao isométrica e da tensdo de repouso. Os parametros tempo dependentes foram analisados
e expressos em taxas de contracdo (+dFc/dT — derivada maxima positiva — mN mm2 ms?) e
de relaxamento (—dFc/dT — derivada maxima negativa— mN mm ms™?). O produto da Fc pela
frequéncia de estimulagdo foi usado para determinar o indice de capacidade de bombeamento
cardiaco (CBC — mN mm= mint) (MATIKAINEN; VORNANEN, 1992).

2.6 Biomarcadores bioquimicos

Todas as analises foram realizadas em duplicatas a uma temperatura de 25°C, utilizando
um leitor de microplacas (SpectraMax, Molecular Devices, EUA) ou um espectrofotdmetro

UV-Vis (BEL Engineering, Italia). As amostras de branquias, figado e musculo congeladas
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foram homogeneizadas a 18.000 rpm utilizando o Turratec TE 102 (Tecnal, Piracicaba, SP,
Brasil) em um tampao fosfato Na*/K* 0,1 M em pH 7.0 contendo PMSF, na proporcéo de 1:5
w/v. Apos centrifugagdo a 10.000 rpm por 30 minutos a 4°C, os sobrenadantes obtidos foram
utilizados nas analises detalhadas a seguir.

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi avaliada seguindo o método descrito
por Flohé e Otting (1984), baseado na taxa de reducdo de citocromo ¢ por anions superdxido
no comprimento de 550 nm. A mistura de reacdo foi composta por tampéo fosfato Na*/K* 50
mM (pH 7,8) contendo 0,1 mM de EDTA, 1 mM de xantina, 20 mM de citocromo ¢, 0,2 U ml°
! de xantina oxidase e 0 homogeneizado. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para inibir, em 50%, a reducdo do citocromo c e expressa como U de

SOD por mg de proteina.

A atividade da catalase (CAT) foi avaliada pela medida do consumo de peroxido de
hidrogénio (H202) a 240 nm, utilizando a metodologia descrita por Aebi (1974). A mistura de
reacdo consistiu em tampéo fosfato sédico 50 mM (pH 7,0), 15 mM de H202 e o extrato
enzimatico. Os valores de CAT foram quantificados em unidade de Bergmeyer (BU), definida
como a quantidade de enzima que libera metade do O> da solugdo de H.O> em 30s e expressa
como UB de CAT por mg de proteina.

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi avaliada monitorando a oxidagdo de
NADPH a 340 nm em um meio contendo tampdo fosfato Na*/K* 50 mM (pH 7,0), 1 mM de
EDTA, 0,2 mM de NADPH, 1 mM de azida sodica, 1 U mI* de glutationa redutase (GR) e 1
mM de glutationa reduzida (GSH). A reagéo foi iniciada pela adi¢do de 0,2 mM de H20- e
homogeneizados (NAKAMURA et al., 1974). Uma unidade foi calculada como a quantidade
da enzima que causa o consumo de 1 pmol de NADPH por minuto, utilizando o coeficiente de
extingdo molar €340 = 6,2 MM cm™. A atividade da GPx foi expressa como mU de GPx por mg

de proteina.

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada seguindo o protocolo
estabelecido por Habig et al. (1974). A mistura reativa foi composta por 1 mM de 1 cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), 1 mM de GSH, 100 mM de tampao fosfato K* (pH 7,0) e o extrato
enzimatico. A formac&o do produto S-2,4-dinitrofenil glutationa foi monitorada pelo aumento
na absorbancia a 340 nm. A quantidade de enzima que catalisa a formagao de 1 pmol de produto
por minuto foi definida como uma unidade de GST, utilizando o coeficiente de extingdo molar
€340 = 9.6 MM cmL. A atividade da GST foi expressa como mU de GST por mg de proteina.

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) foram quantificados utilizando o reagente de
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Ellman, seguindo os protocolos descritos por Beutler et al. (1963), Wilhelm-Filho (1996) e
Wilhelm-Filho et al. (2005). As amostras, pré-tratadas com acido tricloroacético (TCA) a 12%,
foram misturadas com 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) 0,25 mM em tampdo fosfato de
sodio 0,1 M (pH 8,0). O DTNB reage com o0s grupos tiol da GSH, sofrendo uma clivagem
redox pela GSH, formando anion tiolato (TNB~). O TNB™ absorve luz no comprimento de onda
de 412 nm, permitindo a quantificacdo do tripeptideo por compara¢do com uma curva padrédo

de GSH. A quantidade de GSH foi expressa em nmol de GSH por mg de proteina.

O contetdo de lipoperoxidacdo (LPO) foi determinado incubando, por 45 minutos, 100
ML da amostra (previamente desproteinizada com &cido tricloroacético 10%) a 900 pyL de uma
mistura reativa contendo 0,25 mM de FeSOas, 25 mM de H2SOs4, 0,1 mM de alaranjado de
xilenol e 4 mM de hidroxibutiltolueno em 90% (v/v) de metanol, conforme descrito por Jiang
et al. (1992). Esse método é baseado na oxidacéo do Fe?* a Fe** pelos hidroperoxidos em meio
acido na presenca de um pigmento complexador de Fe**, o alaranjado de xilenol, que tem pico
de absor¢do a 560 nm. A concentracdo de hidroperdxidos nas amostras foi determinada a partir
de curva analitica com hidroperéxido de cumeno (CHP). Os niveis de LPO foram expressos

em nmol de CHP por mg de proteina.

A determinacdo do contetdo de proteina carbonilada (PC) foi realizada conforme
metodologia proposta por Reznick e Packer (1994), baseada na reacdo de grupos carbonila
oxidados presentes nas proteinas com o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) a 10 mM em HCI
2,5 M. Em seguida, as amostras foram tratadas com TCA 50% e, para garantir a solubilizacao
e estabilizacdo dos complexos proteina-DNPH, utilizou-se o cloridrato de guanidina a 6 M,
promovendo a exposi¢cdo maxima dos sitios carbonilados. A quantidade de carbonilas foi
medida a 370 nm, empregando o coeficiente de extingdo molar €370 = 22 MM cm™! e expressa

em nmol de PC por mg de proteina.

A quantificacdo de proteina total nas amostras foi realizada pelo método de Bradford
(1976) adaptado para um leitor de microplacas (Kruger, 1994), utilizando o azul brilhante de
Coomassie G 250, utilizando-se albumina bovina como padrdo. A absorbancia das amostras

foi registrada a 595 nm.

2.7 Biomarcadores neurotoxicos
A atividade da acetilcolinesterase (AChE) no musculo e cerebro dos animais, foi
avaliada seguindo o método descrito por Ellman et al. (1961). Os tecidos foram
homogeneizados 1:4 w/v em tampdo fosfato 0,1 M, pH 8. Apds a centrifugagdo 10.000 rpm
por 10 min a 4°C o sobrenadante foi obtido para a analise e a quantificacdo de proteinas totais,
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conforme descricdo anterior. A mistura reativa continha tampé&o fosfato 0,1 M (pH 8), DTNB
0,33 mM e o sobrenadante dos homogeneizados. A reacdo foi iniciada pela adi¢do iodeto de
acetilcolina (ACh) a 0,5 mM. A hidrolise de ACh foi monitorada pelo aumento da absorbancia
em 412 nm por 120 s. Uma unidade de AChE foi expressa como a quantidade de enzima que
hidrolisa 1 nmol de ACh por minuto utilizando o coeficiente de extingdo molar €412 = 73,53

nmol cm™,

2.8 Analise estatistica dos dados

Os valores de todas as determinacgdes foram expressos em meédia £ erro padrdo da média
(E.P.M). Para avaliar a interacdo entre a temperatura e a exposi¢do ao NPE, foi aplicado a
andlise de variancia ANOVA two-way, complementada pelo teste de Fisher para identificar as
diferencas entre os grupos experimentais. Adicionalmente, para analisar o comportamento do
parametro de contratilidade ao longo dos incrementos na frequéncia de estimulacdo, foi
realizada uma analise de variancia (ANOVA de medidas repetidas, one-way), seguida pelo
teste de comparacgdes multiplas de Dunnett.

Todas as analises foram realizadas no software GraphPad Prism (GraphPad Instat
version 8.00, GraphPad Software, USA). As diferencas entre as médias ao nivel de 5% (p <

0,05) foram consideradas significativas.
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3.4 Alteracdes comportamentais durante a exposicao e niveis de NPE na agua

Durante o periodo de exposicdo (48 h) ndo houve mortalidade em nenhum dos grupos
experimentais. Entretanto, os grupos controle e exposto ao NPE mantidos a 30°C exibiram uma

atividade natatoria mais intensa e maior agitacdo em comparacgéo aos animais mantidos a 25°C.

A analise por HPLC-MS/MS indicou que a concentracdo real média de NPE nos
aquarios experimentais, independentemente da temperatura, foi de 24,8+3,5 pug L™, a partir da
concentragdo nominal de 30 ug L™

3.5 Indices biométricos
3.5.1 Fator de condi¢do de Fulton (K)

Nenhuma diferenga significativa foi observada nos valores do fator K entre os
diferentes grupos experimentais (Fig. 8). Além disso, ndo houve interagdo entre a exposicao

ao NPE e a temperatura para esse parametro (Tab. 1).

Figura 8. Fator de condicao de Fulton (K) de girinos dos grupos controles (Ct25, n=12; Ct30, n=12) e
expostos ao NPE (NPE25, n=12; NPE30, n=12) em duas temperaturas distintas: 25°C e 30°C. Valores
expressos em média £ E.P.M. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (p <
0,05).

K
2 _
a a
a a
1 _
0
Ct25 NPE25 Ct30 NPE30

3.5.2 Indice hepatossomatico (IHS)

A exposicdo ao NPE a 25°C (NPE25) resultou em uma reducao significativa (22%) no
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IHS em comparagédo ao grupo controle correspondente (Ct25) (Fig. 9). De forma similar, na
temperatura de 30°C, os animais expostos (NPE30) apresentaram uma diminuic&o significativa
(16%) no IHS em relagdo ao controle nessa temperatura (Ct30). N&o foi observado interacdo

entre a exposicdo ao NPE e a temperatura para o IHS (Tab. 1).

Figura 9. indice hepatossomatico (IHS) de girinos dos grupos controles (Ct25, n=12; Ct30, n=12) e
expostos ao NPE (NPE25, n=12; NPE30, n=12) em duas temperaturas distintas: 25°C e 30°C. Valores
expressos em média + E.P.M. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (p <
0,05).
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3.5.3 Massa ventricular relativa (MVR)

Os animais expostos ao NPE a 25° (NPE25) exibiram uma reducéo significativa (31%0)
na MVR em relagdo ao grupo controle (CT25) mantido na mesma temperatura (Fig. 10). De
forma semelhante, na temperatura de 30°C, o grupo exposto ao NPE (NPE30) também exibiu
uma reducao significativa (20%) na massa ventricular em relacdo ao controle correspondente
(Ct30). Nao foi observado interagao entre os fatores de temperatura e exposicdo ao NPE para

esse parametro (Tab. 1).
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Figura 10. Massa ventricular relativa (MVR) de girinos dos grupos controles (Ct25, n=12; Ct30, n=12)
e expostos ao NPE (NPE25, n=12; NPE30, n=12) em duas temperaturas distintas: 25°C e 30°C. Valores
expressos em média £ E.P.M. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (p <
0,05).
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Tabela 1. Interacdo entre os fatores (NPE x temperatura) obtidos pela anélise de variancia ANOVA
two-way para os parametros K, IHS e MVR obtidos de girinos de Aquarana catesbeiana dos grupos
experimentais controles (CT25 e CT30) e expostos ao NPE (NPE25 e NPE30). Valores médios + EPM.
(*) indica diferenca significativa entre o0 grupo exposto e controle na mesma temperatura.

Indices CT25 NPE25 CT30 NPE30 Interacao
K 1,08 + 0,02 1,00 + 0,05 1,21 £ 0,06 1,24 +£ 0,07 0,4908
IHS 3,01 £0,61 2,34+0,43 * 3,44 + 0,94 2,90£0,72 * 0,6101
MVR 0,20 + 0,07 0,14+ 0,05 * 0,20 £ 0,07 0,16 £0,05 * 0,5146

3.6 Biomarcadores fisioldgicos
3.6.1 Frequéncia cardiaca in loco (fn)

Os animais expostos ao NPE a 25°C (NPE25) apresentaram um aumento significativo
(13%) na fu em relagdo ao grupo controle (Ct25) (Fig. 11). Da mesma forma, 0s girinos
expostos ao contaminante (NPE30) a 30°C, demonstraram um cronotropismo positivo (19%)
em relacdo ao grupo controle correspondente a mesma temperatura (Ct30). N&o houve

interacdo entre os fatores temperatura e a exposi¢ao ao contaminante para a fu (p = 0,5384).



Figura 11. Frequéncia cardiaca in loco (f4) em batimentos por minuto (BPM) de girinos dos grupos
controles (Ct25, n=12; Ct30, n=12) e expostos ao NPE (NPE25, n=12; NPE30, n=12) em duas
temperaturas distintas: 25°C e 30°C. Valores expressos em média + E.P.M. Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).
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3.6.2 Parametros de contratilidade ventricular

A Fig. 12 apresenta os valores médios de Fc, CBC, taxas de contracdo e relaxamento
das tiras ventriculares dos animais do grupo controle (Ct25) e exposto (NPE25) mantidos na
temperatura de 25°C, sujeitas a incrementos sucessivos de 0,2 Hz (ou 12 bpm) para obtencgéo

da relacdo forca-frequéncia.

Ambos 0s grupos experimentais ndo apresentaram diferencgas significativas na Fc o
longo dos incrementos na frequéncia de estimulacdo em relacdo aos seus valores iniciais em
0,2 Hz (Fig. 12A) a. O grupo exposto NPE25, exibiu valores da Fc significativamente menores
(54%) em relagdo ao grupo Ct25, em todas as frequéncias de estimulacao elétrica (0,2 Hz - 1,8
Hz). Na frequéncia fisioldgica (~1,2 Hz ou 72 bpm), os animais do grupo Ct25 apresentaram
valores de Fc de 5.0 + 0,5 mN mm™, enquanto os girinos do grupo NPE25 mostraram uma

média de 2,4 + 0,3 mN mm* nessa frequéncia.

Em relagdo a CBC, ambos os grupos Ct25 e NPE25, apresentaram um aumento
progressivo em relacdo aos seus valores iniciais (12 bpm) a partir de 24 até 108 bpm (Fig.
12B). De maneira similar a Fc, os animais do grupo NPE25 exibiram valores da CBC inferiores
(52%) ao grupo Ct25 em todas as frequéncias de estimulacdo (12 a 108 bpm). Na frequéncia
fisiologica da espécie (~72 bpm), o grupo Ct25 apresentou uma CBC de 359 + 38 mN mm
min?, enquanto no grupo exposto NPE25 a CBC foi de 174 + 25 mN mm™ min™ nessa

frequéncia.
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A taxa de contragéo do grupo Ct25 exibiu um aumento significativo em relagédo ao valor
inicial (0,2 Hz) a partir de 1,0 Hz até 1,8 Hz (Fig. 12C). O grupo exposto NPE25, nao
demonstrou alteragfes ao longo da frequéncia de estimulacdo em relacdo ao seu valor inicial.
Contudo, os valores da taxa de contragdo no grupo NPE25 foram significativamente inferiores
(47%) em relacdo ao grupo Ct25, de 0,2 Hz a 1,4 Hz. Na frequéncia fisioldgica (~72 bpm), a
taxa de contragdo dos animais do grupo Ct25 foi de 0,025 + 0,004 mN mm=2ms, enquanto o

grupo NPE25 exibiu o valor médio de 0,013 + 0,002 mN mm2ms™ na mesma frequéncia.

Em relacdo a taxa de relaxamento, os dois grupos Ct25 e NPE25, ndo apresentaram
diferencas significativas ao longo dos incrementos de estimulacdo quando comparados aos seus
valores iniciais em 0,2 Hz (Fig. 12D). Entretanto, o grupo NPE25 exibiu valores
significativamente inferiores (54%) aos valores de taxa de relaxamento do grupo Ct25, de 0,2
Hz a 1,6 Hz. Em 1,2 Hz, frequéncia fisioldgica, o valor dessa taxa no grupo Ct25 foi -0,030 £
0,004 mN mm2ms™, enquanto no grupo NPE25 foi -0,014 + 0,003 mN mm2ms™.
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Figura 12. (A) Forca isométrica (Fc), (B) capacidade de bombeamento cardiaco (CBC), (C) taxa de
contracdo e (D) taxa de relaxamento desenvolvidas pelos ventriculos de girinos de Aquarana
catesbeiana mantidos a 25°C, no grupo controle (Ct25, n=12) e no grupo exposto (NPE25, n=12), apds
incrementos sucessivos na frequéncia de estimulacdo elétrica (0,2 a 1,8 Hz). Valores expressos em
média + E.P.M. Simbolos fechados indicam diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo aos valores
obtidos a 0,2 Hz (12 bpm) no mesmo grupo. Setas indicam a f registradas para o grupo controle (preta)
e exposto (vermelha). (*) indica diferenca significativa (p < 0,05) na mesma frequéncia entre 0s grupos
experimentais Ct25 e NPE25.
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A Fig. 13 apresenta os valores médios de Fc, CBC e as taxas de contracéo e relaxamento
das preparacdes ventriculares de girinos pertencentes aos grupos controle (Ct30) e exposto ao
NPE (NPE30), ambos mantidos a 30°C. Esses parametros foram avaliados sob incrementos
progressivos de 0,2 Hz (12 bpm) no protocolo forga-frequéncia.

Os dois grupos experimentais, Ct30 e NPE30, apresentaram valores constantes da Fc
ao longo dos incrementos de estimulagdo, em comparacdo com os valores iniciais registrados
a 0,2 Hz (Fig. 13A). O grupo NPE30 exibiu valores de Fc significativamente inferiores (82%)
em relacdo ao grupo Ct30 em todas as frequéncias de estimulacéo (0,2 a 2,0 Hz). Na frequéncia
fisiologica da espécie (1,2 Hz), o grupo Ct30 exibiu uma média de Fc de 4,05 + 0,7 mN mm™,
enquanto no grupo NPE30 a Fc foi de 0,77 + 0,2 mN mm™,

Os animais do grupo Ct30, apresentaram um aumento constante em seus valores de
CBC a partir de 24 bpm, em relagéo aos valores iniciais a 12 bpm (Fig. 13B). Em relacéo aos
valores obtidos a 12 bpm, o grupo NPE30 exibiu um aumento progressivo dos valores de CBC
a partir 36 bpm. Os girinos expostos (NPE30), apresentaram valores significativamente
inferiores (82%) de CBC quando comparado ao grupo Ct30 em todas as frequéncias (12 a 120
bpm). Na frequéncia basal de A. catesbeiana (~72 bpm), o grupo Ct30 exibiu uma CBC média
de 291 + 48 mN mm= min, enquanto o grupo exposto NPE30 apresentou um valor de 55 + 11
mN mm2min,

Em relacdo a taxa de contracdo, ambos 0s grupos experimentais ndo exibiram
diferencas ao longo das frequéncias de estimulacdo, em comparacao aos seus valores iniciais
registrados a 0,2 Hz (Fig. 13C). O grupo NPE30 apresentou valores da taxa de contracdo
significativamente inferiores (59%) ao grupo Ct30 em todas as frequéncias de estimulagéo
elétrica analisadas (0,2 a 2,0 Hz). Na frequéncia fisioldgica de 1,2 Hz, o grupo Ct30 exibiu
uma taxa de contracdo de 0,040 + 0,005 mN mm=ms™, enquanto o grupo NPE30 apresentou
uma taxa de 0,016 + 0,002 mN mm2ms™,

De forma similar, a taxa de relaxamento dos animais dos grupos experimentais Ct30 e
NPE30, apresentaram valores contantes ao longo dos incrementos de estimulagdo, sem
alteracdo em relacao aos seus valores iniciais detectados a 0,2 Hz (Fig. 13D). O grupo NPE30,
exibiu valores significativamente menores (59%) da taxa de relaxamento quando comparado
ao grupo Ct30, em todas as frequéncias de estimulacao (0,2 a 2,0 Hz). Na frequéncia fisiolégica
da espécie, a taxa de relaxamento do grupo Ct30 foi -0,041 + 0,006 mN mm=2ms?, enquanto
no grupo NPE30 foi -0,016 + 0,002 mN mm2ms™.

43



Figura 13. (A) Forca isométrica (Fc), (B) capacidade de bombeamento cardiaco (CBC), (C) taxa de
contracdo e (D) taxa de relaxamento desenvolvidas pelos ventriculos de girinos de Aquarana
catesbeiana mantidos a 30°C no grupo controle (Ct30, n=12) e no grupo exposto (NPE30, n=12), apds
incrementos sucessivos na frequéncia de estimulacdo elétrica (0,2 a 2,0 Hz). Valores expressos em
média + E.P.M. Simbolos fechados indicam diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo aos valores
obtidos a 0,2 Hz (12 bpm) no mesmo grupo. Setas indicam a f registradas para o grupo controle (preta)
e exposto (vermelha). (*) indica diferenca significativa (p < 0,05) na mesma frequéncia entre 0s grupos

experimentais Ct30 e NPE30.
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A temperatura ndo alterou nenhum parédmetro de contratilidade ventricular quando
comparado os dois grupos controle, CT25 e CT30, ndo havendo diferencas significativas em

nenhuma frequéncia de estimulacdo nos parametros Fc, CBC e taxas de contracdo e
relaxamento (Fig. 14).

Figura 14. (A) Forca isométrica (Fc), (B) capacidade de bombeamento cardiaco (CBC), (C) taxa de
contracdo e (D) taxa de relaxamento desenvolvidas pelos ventriculos de girinos de Aquarana
catesbeiana dos grupos controles mantidos a 25°C e 30°C (Ct25, n=12; Ct30, n=12), apds incrementos
sucessivos na frequéncia de estimulagdo elétrica (0,2 a 2,0 Hz). Valores expressos em média + E.P.M.
Simbolos fechados indicam diferenca significativa (p < 0,05) em relacéo aos valores obtidos a 0,2 Hz

(12 bpm) no mesmo grupo.
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A Fig. 15 apresenta a comparacdo dos parametros de contratilidade dos animais
expostos ao NPE nas duas faixas de temperatura avaliadas: 25°C e 30°C.

A Fc do grupo mantido na temperatura mais elevada, NPE30, exibiu valores
significativamente inferiores (69%) em relagéo a Fc do grupo exposto a 25°C, NPE25, de 0,2
a 1,8 Hz (Fig. 15A). Adicionalmente, as preparacdes ventriculares dos animais do grupo
NPE30 foram capazes de manter o AE-C até a frequéncia de estimulacdo de 2,0 Hz, enquanto
no grupo NPE25, as contragBes se mantiveram regulares até 1,8 Hz. Houve interagéo entre a
temperatura e exposi¢do ao NPE na Fc entre todas as frequéncias de estimulagéo (p = 0,006),
indicando que o desenvolvimento de Fc durante a exposicdo ao NPE € dependente da
temperatura (Tab. 2).

Em relacdo ao indice de CBC de maneira correlata a Fc, o grupo NPE30 exibiu valores
inferiores (69%) da CBC quando comparado a exposicéo a 25°C, entre as frequéncias de 12 a
108 bpm (Fig. 15B). De forma similar a Fc, também houve a interacdo entre a temperatura e
exposi¢cdo ao contaminante para o comportamento da CBC entre 12 a 108 bpm (p = 0,040).

Em relacdo as taxas de contracdo e relaxamento, as preparacOes ventriculares dos
animais mantidos a 30°C (NPE30) apresentaram valores superiores (30% e 28%,
respectivamente) em relacdo ao grupo NPE25, entre 0,2 a 0,6 Hz (Fig. 15C e 15D,
respectivamente). Houve interacdo entre os fatores temperatura e exposi¢ao (p > 0,0001) na
taxa de contragdo nas frequéncias analisadas, revelando que influxo de Ca?" durante a
exposicdo ao NPE € dependente da temperatura. Contudo, na taxa de relaxamento, ndo houve

interacdo entre a temperatura e a exposicdo ao NPE (Tab. 2).
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Figura 15. (A) Forca isométrica (Fc), (B) capacidade de bombeamento cardiaco (CBC), (C) taxa de
contracdo e (D) taxa de relaxamento desenvolvidas pelos ventriculos de girinos de Aquarana
catesbeiana dos grupos expostos mantidos a 25°C e 30°C (NPE25, n=12; NPE30, n=12), apds
incrementos sucessivos na frequéncia de estimulacéo elétrica (0,2 a 2,0 Hz). Valores expressos em
média + E.P.M. Simbolos fechados indicam diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo aos valores
obtidos a 0,2 Hz (12 bpm) no mesmo grupo. (*) indica diferenca significativa (p < 0,05) na mesma
frequéncia entre os grupos experimentais Ct25 e Ct30.
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Tabela 2. Interacdo entre os fatores (NPE x temperatura) obtidos pela anélise de variancia ANOVA two-way nos parametros de contratilidade ventricular Fc,
CBC e taxas de contracéo (+ dF/dt) e relaxamento (- dF/dt) de girinos de Aquarana catesbeiana dos grupos experimentais controles (CT25 e CT30) e expostos
ao NPE (NPE25 e NPE30). Valores expressos em média = E.P.M. (*) indica diferenca significativa entre o grupo exposto e controle na mesma temperatura.
(#) indica diferenca significativa em relacéo aos valores obtidos a 0,2 Hz no mesmo grupo. Valores destacados em negrito indicam interacéo entre os fatores

(p <0,05).
Parametros de contratilidade ventricular
Fc (mN mm?) CBC (MmN mm2 min-) +dF /dT (MmN mm=2ms?) - dF /dT (mN mm=2ms?)
Grupo
Ct25 NPE25 Ct30 NPE30 ct25 NPE25 Ct30 NPE30 Ct25 NPE25 Ct30 NPE30 Ct25 NPE25 Ct30 NPE30

Hz

0,2 43+0,4 18402 * 3,8+0,6 0,63+0,1* 52+5 21+3% 46+7 74+ 1% 0,019 £ 0,003 0,010 + 0,001 * 0,038 + 0,005 0,018 + 0,002 * -0,025 + 0,003 -0,011 + 0,002 * -0,040 + 0,005 -0,020 + 0,002 *

0,4 46+05 10+03* 34406 067+0,1% 110+ 11 # 45 + 6 *# 82 +134# 16+£3% 0,021 + 0,003 0,010 + 0,002 * 0,036 + 0,004 0,017 + 0,002 * -0,026 + 0,003 -0,012 + 0,002 * -0,036 + 0,005 -0,018 + 0,002 *

0,6 48+05 20403 * 35+0,6 0,61+01* 175+ 17 # 73410 *# 127+21 4 21 45 %4 0,023 £ 0,003 0,011 + 0,002 * 0,036 + 0,005 0,017 + 0,002 * -0,028 + 0,004 -0,012 £ 0,002 * -0,038 £ 0,005 -0,018 £ 0,002 *

0,8 50405 20+03% 36+06 0,60 +0,1* 242 + 25 # 06 + 16 *# 175+ 29 # 28+ 7 *¢ 0,024 + 0,004 0,012 + 0,002 * 0,037 + 0,005 0,016 + 0,002 * -0,029 + 0,004 -0,013 £ 0,002 * -0,039 + 0,005 -0,017 £ 0,002 *

1,0 50+05 20+04* 37406 0,64+0,1% 300 + 31 # 123 + 22 *# 226 +37 # 38 + 9 *# 0,025 + 0,003 # 0,012 + 0,002 * 0,039 + 0,005 0,016 + 0,002 * -0,030 £ 0,004 -0,013 £ 0,003 * -0,039 + 0,005 -0,018 + 0,002 *

1,2 49+05 24+03% 4,0+0,7 0,77+0,2 * 358 + 38 # 174 + 25 *# 201 +47 # 55 + 11 *# 0,025 + 0,004 # 0,013 £ 0,002 * 0,040 + 0,005 0,016 + 0,002 * -0,030 £ 0,004 -0,014 £ 0,003 * -0,041 £ 0,006 -0,018 + 0,002 *

14 46+05 234+03%* 3806 077+02* 387 442 # 199 + 26 *# 323+ 54 # 65 + 13 *# 0,025 + 0,004 # 0,013 + 0,002 * 0,040 + 0,006 0,016 + 0,002 * -0,030 £ 0,004 -0,014 £+ 0,003 * -0,040 + 0,006 -0,018 £ 0,002 *

1,6 42405 224+03%* 37406 057+0,1% 407 + 46 # 219 + 29 *# 358 + 61 # 58 + 11 *# 0,024 + 0,004 # 0,014 + 0,003 0,041 + 0,006 0,014 + 0,003 * -0,029 + 0,004 -0,014 + 0,003 * -0,039 + 0,006 -0,015 + 0,001 *

1,8 36+04 20+03* 35+06 0,64+0,1% 303+42 # 222 + 30 *# 384 + 65 # 68 + 9*# 0,023 £ 0,003 # 0,014 + 0,003 0,041 + 0,006 0,013 + 0,003 * -0,029 £ 0,003 -0,015 £ 0,003 -0,038 + 0,006 -0,018 £ 0,002 *
Interagdo p = 0,006 p = 0,040 p <0,001 p =0,2537
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3.7 Biomarcadores bioquimicos

No figado, a exposicdo ao NPE resultou em diminui¢es significativas na atividade da
SOD tanto a 25°C quanto a 30°C, (43% e 21%, respectivamente) (Fig. 16A). A atividade da
CAT hepatica ndo apresentou alteracdes ap0os a exposicdo ao NPE em ambas as temperaturas
(Fig. 16B).

A atividade da GST no figado ndo apresentou alteragdes significativas em resposta a
exposicdo ao NPE (Fig. 16C). No entanto, o aumento da temperatura resultou em elevacdes na
atividade da GST nos grupos Ct30 e NPE30 (128% e 130%, respectivamente) em comparacao
com os valores correspondentes a 25°C.A atividade da GPx ndo foi alterada no tecido hepéatico

apos a exposicdo ao NPE, em ambas as temperaturas (Fig. 16D).

O contetdo hepéatico de GSH aumentou (84% e 69%) ap0s a exposicdo ao NPE em
ambas as temperaturas de 25°C e 30°C, respectivamente (Fig. 16E). De modo geral, o
comportamento dos biomarcadores enzimaticos frente a exposicdo ao NPE ndo demonstrou
dependéncia da temperatura (Tab. 3) no figado dos girinos, uma vez que interagdes entre 0s

fatores temperatura e exposi¢cdo ndo foram identificadas.
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Figura 16. Atividade das enzimas (A) SOD, (B) CAT, (C) GST, (D) GPx e contetdo de (E) GSH no
figado de girinos de A. catesbeiana dos grupos controles (Ct25, n=12; Ct30, n=12) e expostos ao NPE
(NPE25, n=12; NPE30, n=12). Valores expressos em média + E.P.M. Letras distintas indicam

diferencas significativas (p < 0.05).
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Em relacdo aos danos oxidativos, os niveis de LPO no tecido hepatico ndo foram
alterados pela exposicdo ao NPE (Fig. 17A) e ndo apresentaram interacdo entre a temperatura
e a exposicdo ao NPE (Tab. 3). O contetdo de PC hepatica (Fig. 17B) ndo apresentou
alteracdes significativas frente a exposicdo ao NPE a 25°C. No entanto, a 30°C, houve um
aumento significativo (57%) nos niveis de PC com a exposi¢do ao contaminante. Quando
comparados 0s grupos expostos (NPE25 e NPE30), a temperatura mais elevada resultou em
um incremento de 81% no conteudo de PC evidenciando uma interacao entre 0s estressores (p
= 0,0258). Esses resultados indicam que o estresse oxidativo do tecido hepatico induzido pelo
NPE é dependente da temperatura de exposicdo (Tab. 3).

Figura 17. Nivel de (A) LPO e (B) PC no figado de A. catesbeiana dos grupos controles (Ct25, n=12;
Ct30, n=12) e expostos ao NPE (NPE25, n=12; NPE30, n=12). Valores expressos em média = E.P.M.
Letras distintas indicam diferengas significativas (p < 0.05).
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A exposicéo ao NPE reduziu (35% e 32%) a atividade da SOD branquial a 25°C e 30°C,
respectivamente (Fig. 18A), sem a interacdo entre a temperatura e a exposi¢do ao NPE (Tab.
3). A atividade da CAT ndo apresentou alteracdes frente a exposicdo a 25°C, porém foi
reduzida (43%) na exposicdo ao NPE a 30°C (Fig. 18B). A atividade CAT no tecido
respiratorio demonstrou ser dependente da temperatura frente a exposicdo pelo NPE (p =
0,0105).

A atividade GST nas branquias aumentou (42%) a 25°C frente a exposicdo ao NPE,
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porém a 30°C a exposicao ao contaminante reduziu (35%) sua atividade (Fig. 18C). Em relacéo
aos grupos controles, o CT30 apresentou um aumento (80%) na atividade da GST em
comparagdo ao CT25. Houve a interagéo entre a contaminacdo pelo NPE e a temperatura (p <
0,0001) para a atividade da GST. De forma similar, a GPx (Fig. 18D) apresentou um aumento
(78%) em sua atividade ap0s a exposicdo ao NPE a 25°C e uma reducdo (31%) quando exposta
ao contaminante a 30°C, demonstrando a dependéncia da contaminacdo ao NPE com o
aumento da temperatura (p = 0,0003).

O contetido de GSH (Fig. 18E) do tecido branquial permaneceu inalterado com a
exposicédo a 25°C, contudo a 30°C o NPE promoveu uma reducédo (37%) na concentragéo de
GSH. A exposicdo ao NPE ndo demonstrou ser dependente da temperatura para o contetdo de
GSH branquial (Tab. 3).
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Figura 18. Atividade das enzimas (A) SOD, (B) CAT, (C) GST, (D) GPx e contetdo de (E) GSH das
branquias de A. catesbeiana dos grupos controles (Ct25, n=12; Ct30, n=12) e expostos ao NPE (NPE25,
n=12; NPE30, n=12). Valores expressos em média = E.P.M. Letras distintas indicam diferencas
significativas (p < 0.05).
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Em relacdo aos danos celulares nas branquias promovidos por estresse oxidativo, 0s
niveis de LPO (Fig. 19A) aumentaram significativamente (31% e 60%) em ambas as
exposicdes ao NPE, a 25°C e 30°C respectivamente. Entretanto, apesar da LPO no grupo
NPE30 ter sido mais reduzida (49%) em relacdo ao NPE25, ndo houve interacdo entre a
exposicdo ao NPE e a temperatura (Tab. 3). Em relagéo ao contetido de PC nas branquias (Fig.
19B), a exposicdo ao NPE a 25°C resultou em um aumento de 80% na carbonilagédo proteica
em comparagdo ao grupo controle mantido na mesma faixa térmica. De forma similar, a 30°C,
o NPE também induziu estresse oxidativo no tecido branquial, elevando em 101% a quantidade
de PC em relacdo ao grupo controle correspondente. O incremento nos niveis de PC promovido

pelo NPE ndo mostrou dependéncia da temperatura (Tab. 3).

Figura 19. Nivel de (A) LPO e (B) PC nas branguias de A. catesbeiana dos grupos controles (Ct25,
n=12; Ct30, n=12) e expostos ao NPE (NPE25, n=12; NPE30, n=12). Valores expressos em média +
E.P.M. Letras distintas indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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No tecido muscular, o NPE promoveu a reducdo (31% e 30%) da atividade enzimatica
da SOD (Fig. 20A) em ambas as temperaturas de 25°C e 30°C, respectivamente. A atividade
da CAT (Fig. 20B), permaneceu inalterada com a exposi¢do ao NPE nas duas faixas térmicas
avaliadas. Em ambas as enzimas, SOD e CAT, ndo houve interacdo entre a exposi¢do ao

contaminante e a temperatura (Tab. 3).

Contudo, apesar da atividade da GST (Fig. 20C) ndo ter sido modificada com a
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exposicdo a 25°C, na temperatura mais elevada o NPE promoveu o aumento (86%) da sua
atividade no musculo, além da temperatura também indicar o aumento (338%) na atividade da
GST no grupo CT30 em relagdo ao CT25 e entre os grupos expostos, 0 NPE30 exibiu um
aumento exacerbado (1046%) em relacdo ao grupo NPE25. Evidenciando os efeitos da
exposicdo ao NPE dependente da temperatura (p = 0,0056) sobre a atividade da GST. A
atividade da GPx (Fig. 20D) também foi comprometida no tecido muscular apds a exposicao
ao NPE, apresentando uma reducdo (49%) a 25°C e um aumento (67%) em sua atividade a
30°C. Adicionalmente, quando comparado os grupos expostos, o0 NPE30 apresentou um
aumento (270%) em relacdo ao grupo NPE25. Demonstrando que os efeitos da exposi¢do ao

NPE sdo dependentes da temperatura (p = 0,0002) para essa enzima no musculo.

O contetido de GSH (Fig. 20E) foi alterado em ambas as exposi¢des ao NPE, tendo
uma reducdo (56%) a 25°C e um aumento (73%) em sua concentracdo a 30°C no tecido
muscular. Além disso, a temperatura promoveu uma redugdo (46%) no conteldo de GSH no
grupo CT30 em relagdo ao grupo CT25 e comparando os dois grupos expostos, 0 NPE30
apresentou um aumento (112%) em relacdo ao NPE25. A interacdo (p = 0,0008) entre a
contaminacdo pelo NPE e o aumento da temperatura foi evidenciado nesse marcador do

balango redox muscular.
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Figura 20. Atividade das enzimas (A) SOD, (B) CAT, (C) GST, (D) GPx e contetdo de (E) GSH do
musculo de A. catesbeiana dos grupos controles (Ct25, n=12; Ct30, n=12) e expostos ao NPE (NPE25,
n=12; NPE30, n=12). Valores expressos em média = E.P.M. Letras distintas indicam diferencas

significativas (p < 0.05).
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Em relacdo aos danos oxidativos, o nivel de LPO (Fig. 21A) permaneceu inalterado
apos a exposicdo ao NPE a 25°C, entretanto houve um aumento (130%) da peroxidacdo de
lipideos a 30°C promovido pelo NPE em relagdo ao grupo controle na mesma faixa térmica. O
grupo NPE30 comparado ao NPE25, apresentou um aumento (130%) na LPO, indicando a
dependéncia da contaminacdo do NPE sobre a elevacdo de temperatura (p = 0,008). Em relacéo
aos niveis de PC muscular, a exposi¢do ao NPE a 25°C resultou em um aumento de 63% em
comparagdo ao grupo CT25 (Fig. 21B). Contudo a 30°C, o grupo NPE30 ndo apresentou
diferencas significativas em relacdo ao grupo controle mantido na mesma temperatura. O
aumento na temperatura levou a um incremento consideravel na quantidade de PC: o grupo
CT30 apresentou um aumento de 538% em relacdo ao grupo CT25, e 0 grupo NPE30 teve um
aumento de 428% em relacdo ao grupo NPE25. Nao foi observada interacéo significativa entre

a temperatura e a exposicao ao NPE nos niveis de PC muscular (Tab. 3).

Figura 21. Nivel de (A) LPO e (B) PC no musculo de A. catesbeiana dos grupos controles (Ct25, n=12;
Ct30, n=12) e expostos ao NPE (NPE25, n=12; NPE30, n=12). Valores expressos em média = E.P.M.
Letras distintas indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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Tabela 3. Interacdo entre os fatores (NPE x temperatura) obtidos pela analise de variancia ANOVA
two-way nos biomarcadores bioquimicos do figado, brdnquia e musculo de girinos de Aquarana
catesbeiana dos grupos experimentais controles (CT25 e CT30) e expostos ao NPE (NPE25 e
NPE30). SOD (U mg?), CAT (UB mg?), GST (mU mg*), GPx (mU mg*?), GSH (nmol mg*), LPO
(nmol mg?!) e PC (nmol mg?). Valores médios + EPM. (*) indica diferenca significativa (p < 0,05)
entre 0 grupo exposto e controle na mesma temperatura. (#) indica diferenca significativa (p < 0,05)
entre temperaturas distintas, dentro do grupo controle ou exposto. Valores destacados em negrito
indicam interacdo entre os fatores (p < 0,05).

()rgﬁo Biomarcador CT25 NPE25 CT30 NPE30 Interacéo

SOD 13,1+2,4 7,4+0,6* 148 1,0 11,6+13* 0,4166
CAT 72£0,5 7.9 +0,4 6,1 +0,4 6,7+0,6 0,9414
GST 317,2+48,1 299,6 + 52,2 7229 £472 # 689,3 36,5 # 0,8574
Figado GPx 348+34 40,7 +7,3 453+22 492+38 0,8188
GSH 10,6+ 1,6 196+1,5* 132+1,1 223+32 % 0,9770
LPO 274430 30,7 4,0 35,7+45 36,0 £ 6,0 0,7704
PC 1,12+ 0,07 1,08 + 0,09 1,24 +0,12 1,96 £ 0,12 *# 0,0258
SOD 28,1 £4,1 183+1,7% 29,5+ 1,7 20,0 +2,5* 0,9648
CAT 6,0 £0,7 63+1,0 6,6 = 0,4 3,8+03 *# 0,0105

GST 235,5+30,0 3592+£522 % 453,1 £52,2 # 293,9 +27,1 *# <0,0001
Branquia GPx 60,7 £ 5,1 108,1 +£14,3 * 54,7+5,0 37,9 + 3,8 *# 0,0003
GSH 69,5+12,5 68,0+ 11,2 100,3 +11,9 63,6+5,1* 0,0928
LPO 2,1+0.2 2,7+03* 0,9+03# 1,402 *# 0,7778
PC 1,90 £ 0,26 3,42+0,45 * 1,56 + 0,32 3,14 £ 0,69 * 0,9467
SOD 12,6 £1,5 8,6 0,8 * 122+ 1,1 8,6+0,7 * 0,8926
CAT 4,6+09 42405 33406 41405 0,3061
GST 222423 158 +2,5 97272 # 180,8 £ 31,9 *# 0,0056
Miisculo GPx 123+£22 63£1,1* 14,0£1,5 23,4 +£2,5 *# 0,0002
GSH 61,9 + 14,5 272+4,5%* 334+43# 57,6 £ 9,4 *# 0,0008
LPO 1,8 £0,1 2,7£0,2 2,7+0,4 6,3 +1,3 *# 0,0080
PC 0,27 +0,05 0,44 +£0,12 * 1,73+ 0,42 # 2,33 +£0,62# 0,6339
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3.8 Biomarcadores neurotéxicos

A atividade da acetilcolinesterase (AChE) no cérebro dos animais expostos ao NPE a
25°C (NPE25) néo apresentou diferencgas significativas em relagdo ao grupo controle mantido
na mesma temperatura (Ct25) (Fig. 22A). Em contrapartida, a exposi¢do ao NPE a 30°C
(NPE30) resultou em uma reducdo significativa (41%) na atividade enzimatica cerebral quando
comparada ao controle correspondente a essa temperatura (Ct30). No grupo NPE30 houve a
reducéo (24%) na atividade da AChE em relagdo ao grupo NPE25 e uma interagéo significativa
(p = 0,0068) entre a temperatura e a exposi¢cdo ao NPE foi identificada na atividade da AChE

encefalica.

Em relacdo a atividade da AChE muscular, o grupo NPE25 apresentou uma reducao
expressiva (59%) em comparacdo ao controle correspondente Ct25 (Fig. 22B). De modo
similar, a exposicdo ao NPE a 30°C (NPE30) também causou uma diminui¢do (31%) na
atividade da AChE quando comparado ao controle na mesma temperatura (Ct30). O grupo
Ct30 demonstrou um aumento expressivo (121%) na atividade dessa enzima em relacdo ao
controle Ct25. O grupo NPE30 apresentou um aumento (275%) na atividade da AChE
muscular comparado ao NPE25, entretanto ndo houve a interagéo significativa entre os fatores

exposicdo ao contaminante e temperatura (Tab. 4).
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Figura 22. Atividade da acetilcolinesterase (AChE) no (A) cérebro e (B) musculo de girinos dos grupos
controles (Ct25, n=12; Ct30, n=12) e expostos ao NPE (NPE25, n=12; NPE30, n=12) em duas
temperaturas distintas: 25°C e 30°C. Valores expressos em média + E.P.M. Letras distintas indicam
diferencas significativas (p < 0,05).
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Tabela 4. Interagdo entre os fatores (NPE x temperatura) obtidos pela anélise de variancia ANOVA
two-way na atividade da AChE (nmol mg?* min™) no encéfalo e musculo de girinos de Aquarana
catesbeiana dos grupos experimentais controles (CT25 e CT30) e expostos ao NPE (NPE25 e
NPE30). Valores médios + EPM. (*) indica diferenca significativa (p < 0,05) entre o grupo exposto
e controle na mesma temperatura. (#) indica diferenca significativa (p < 0,05) entre temperaturas
distintas, dentro do grupo controle ou exposto. Valores destacados em negrito indicam interacdo entre
os fatores (p < 0,05).

Tecido CT25 NPE25 CT30 NPE30 Interacao

Encefalico 103,3+17,5 105,1+£9,1 134,7+7,6 79,4 £5,8 *# 0,0068
Muscular 88,5+ 7,6 36,1 £2,9 * 195,1 £21,5# 134,7 = 14,0 *# 0,7672




A exposicdo aguda (48 h) a uma concentragdo ambientalmente relevante (30 pg L) do
NPE demonstrou promover uma série de efeitos toxicos em diferentes sistemas bioldgicos de
girinos de ré-touro, indicando a necessidade de maior ateng¢éo aos riscos associados a presenca
desse CE em ecossistemas aquaticos. Nos ensaios realizados, o NPE ndo apresentou uma alta
degradacéo (~18%). A meia-vida de degradacéo primaria do NPE em aguas superficiais é de 4
dias (YOSHIMURA, 1986), indicando que, embora a degradacdo ocorra, ela ndo é
suficientemente répida para reduzir significativamente a concentracdo em um periodo de 48 h.
Portanto, a proximidade entre as concentrac@es real e nominal durante os ensaios sugere gue,

a concentracdo do NPE manteve-se estavel no sistema estatico empregado neste estudo.

A exposicdo ao NPE promoveu efeitos hepatotdxicos (reducdo do IHS e estresse
oxidativo), cardiotdxicos (reducdo da MVR, taquicardia, inotropismo e lusitropismo
negativos), quebra na homeostase redox (alteragOes das atividades das enzimas antioxidantes
e do contetido de antioxidante ndo enzimético) e inducdo ao estresse oxidativo (aumento nos
niveis de LPO e PC) nos tecidos hepatico, branquial e muscular. A neurotoxicidade foi
observada pela diminuicdo da atividade da AChE, tanto central quanto periférica.

O estresse térmico potencializou os efeitos toxicos do NPE sobre: a) a contratilidade
miocérdica; b) o sistema de defesa antioxidante nas branquias e no musculo; c¢) biomarcadores
de estresse oxidativo no figado e no musculo; d) biomarcador de neurotoxicidade no encéfalo.

Esses resultados indicam que o padrdo das respostas fisiologicas e bioguimicas frente
a exposicdo ao NPE é dependente da temperatura, sugerindo um impacto potencialmente mais

critico para esses animais em ambientes contaminados diante do aquecimento das &guas.
4.1 Alteracdes biométricas

O fator K é um indice amplamente empregado em estudos ecotoxicologicos com
animais aquaticos, buscando avaliar, o estado de saude do organismo modelo com base em seu
crescimento, considerando meétricas como massa e comprimento corporal (PARANG;
ESMAEILBEIGI, 2022; CRISTOPHE et al., 2015; KENNEDY et al., 2013). Esses indicadores
refletem, de maneira integrada, o status energético dos organismos em resposta a estressores
(BRODEUR et al., 2020; JAKOB et al., 1996). No presente estudo, o crescimento dos girinos
de Aquarana catesbeiana manteve-se dentro da normalidade nos periodos de exposicao de 48

h ao NPE e ao aumento da temperatura.

Um dos principais fatores que influencia o crescimento de anuros é a temperatura
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ambiente, a qual impacta diretamente o metabolismo do animal (PETERSEN; GLEESON,
2011). Na fase larval nos estagios pré-metamorficos, a ra-touro prefere ambientes com
temperaturas mais elevadas, variando entre 24°C e 28°C (WOLLMUTH; CRAWSHAW,
1988). Essa amplitude térmica favorece o aumento das taxas de desenvolvimento, contribuindo
para um crescimento corporal mais expressivo e acelerando o inicio da metamorfose
(HAMMOND et al., 2016). No entanto, conforme observado neste estudo, tanto a exposicao
ao NPE quanto o estresse térmico ndo aceleraram o metabolismo a ponto de alterar o
crescimento dos animais. Esse resultado pode estar diretamente relacionado ao curto tempo da
exposicdo aguda (48 h), que pode ndo ter sido suficiente para desencadear alteracfes
metabolicas significativas ou impactos mais severos no desenvolvimento dos girinos. No
entanto, é crucial considerar que, em condicGes de exposi¢cdo crénica, onde 0s girinos sao
continuamente expostos a0 NPE em corpos hidricos com temperaturas elevadas, os efeitos
cumulativos desses estressores provavelmente resultardo em comprometimento do

crescimento.

Adicionalmente, é importante destacar que os corpos d'agua rasos, ambientes onde 0s
girinos normalmente se desenvolvem (GRIFFITHS, 1997), sdo particularmente vulneraveis a
variagcOes bruscas de temperatura. Isso ocorre porque 0 menor volume de dgua nesses habitats
reduz sua capacidade de amenizar mudancas teérmicas, tornando-os mais suscetiveis a
flutuacOes extremas de temperatura. Essas condi¢cdes podem ser exacerbadas por fatores como
a incidéncia solar direta, mudancas climéticas e atividades humanas, criando um cenéario
propicio para o estresse térmico (JAMES et al., 1997; BRANS et al., 2018). Quando
combinadas com a presenca de contaminantes, como o NPE, essas variacdes térmicas podem
amplificar os efeitos negativos sobre os anfibios, especialmente durante sua fase reprodutiva
(NOYES et al., 2009).

Por ser um contaminante, era esperado que o tecido hepético fosse um dos principais
alvos do NPE, com possiveis impactos na homeostase desse 6rgdo essencial para 0s processos
de desintoxicacdo. Embora o fator K indique um crescimento normal dos animais, o estado do
figado também é um importante indicador do status de satde do organismo (POPOVIC et al.,
2023; HOOK et al., 2014). Neste estudo, o NPE provocou a redugdo na massa hepatica,

independentemente da faixa térmica.

Estudos anteriores com exposi¢des ao nonilfenol e seus derivados etoxilados em
modelos de anfibios também reportaram efeitos similares sobre o tecido hepatico. Por exemplo,

Gregorio et al. (2021) nédo identificaram alteracbes no IHS das larvas no estagio 25 de Gosner
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de A. catesbeiana na exposicéo cronica (28 dias) em trés concentracfes de NP (1, 10 e 100 ug
L1). Entretanto, no trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, a exposi¢io subcronica (16
dias) ao NPE (30 ug L) promoveu a reducéo do IHS em girinos de ri-touro no mesmo estagio
de Gosner e dentro da faixa fisiolégica da espécie (GONCALVES et al.,, 2025).
Adicionalmente, Bernabo et al. (2014) indicaram alteracGes hepato morfoldgicas na
salamandra Lissotriton italicus ap0s a exposicao aguda (96 h) em duas concentracdes (50 e 100
ug L) de NPE. Os autores destacaram degeneracgdo nos hepatdcitos, ampliagio dos espacos
intercelulares e acimulo das grandes goticulas lipidicas. De forma similar, no peixe ciclideo
Etroplus maculatus, a exposi¢cdo aguda ao NP em concentracfes subletais (89 e 178 pug L)
por 96 h também resultou na reducdo da massa hepatica (ASIFA; CHITRA, 2016). Dessa
forma, esse CE é capaz de induzir efeitos degenerativos no tecido hepatico, em exposi¢des
agudas, corroborando os resultados deste estudo.

Uma das razdes que pode contribuir para a reducdo da massa hepatica, € o aumento no
numero de apoptose de hepatdcitos (BERNABO et al., 2014), sugerindo que o NPE talvez
tenha ativado vias associadas a sinalizacdo apoptética, como a via da caspase-3, no tecido
hepatico dos girinos. A caspase-3 € ativada por via mitocondrial, apos a liberacdo do citocromo
¢, e desempenha um papel central na sinalizacao apoptdética, devido a sua atividade proteolitica,
(GREEN; KROEMER, 2004). Estudos prévios, como o de Paolella et al. (2021),
demonstraram que o NP (50 a100 uM) é citotoxico para células hepaticas humanas, reduzindo
parcialmente a proliferacdo celular e induzindo a morte celular programada. Os autores
identificaram a caspase-3 como a principal via envolvida nesse processo. De forma semelhante,
Bernabd et al. (2014) observaram um aumento na ativacdo da via da caspase-3, mediando a
apoptose no figado de salamandra L. italicus apds exposicdo aguda ao NPE em baixas
concentragdes (50 ¢ 100 ug L'). Além disso, os autores sugeriram que 0 aumento do apoptose
poderia estar associado ao estresse oxidativo induzido pelo NPE no tecido hepatico. Dessa
forma, a reducao no IHS dos girinos expostos a 30 ug L' de NPE, em ambas as temperaturas
testadas, possivelmente esta relacionada a inducdo das vias de apoptose, seja pela ativacéo da
caspase-3 e/ou pela inducdo de estresse oxidativo.

A reducédo do IHS impacta diretamente as reservas energéticas de girinos (SALLA et
al., 2020). Segundo Prakash et al. (2022), as condicGes de estresse promovida por poluentes
hidricos induzem o uso excessivo de reservas de energia frente a0 aumento na demanda
metabdlica, comprometendo a massa hepética e reduzindo o IHS. Portanto, alteracGes na

morfologia hepatica podem comprometer a alocacao de recursos energeticos essenciais para
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atividades vitais, como natacao, forrageamento, metamorfose e reproducéo.

Os girinos expostos ao NPE também apresentaram reducdo da MVR,
independentemente da temperatura. Os valores de MVR em vertebrados aquaticos, incluindo
anfibios, apresentam variacdes entre 0,04% e 0,2% (KLUTHE; HILLMAN, 2013). Os
resultados obtidos no estudo estdo em conformidade com essa faixa. Alteracdes degenerativas
culminando na reducdo de tecido ventricular em anfibios em resposta a exposicdo ao NPE, ja
foram documentadas em outros trabalhos. Por exemplo, Perrota e Tripepi (2012) demonstraram
que a exposicio aguda (96h) ao NPE (100 pg L) levou a danos ventriculares no coracio de
salamandra (L. italicus), caracterizados pela desorganizacdo das fibras miocérdicas e ruptura
das miofibrilas. Adicionalmente, foi evidenciado que a exposi¢ao subcrénica (16 dias) ao NPE
(30 pug L) em girinos de A. catesheiana, promove a reducdo da massa ventricular
acompanhada de reducdo na forca de contracdo e de um efeito cronotropico positivo (aumento

na fy) como resposta compensatoria para manter o débito cardiaco (GONCALVES etal., 2025).

A diminuicdo da massa ventricular frequentemente resulta em uma reducéo no volume
de sangue ejetado pelo coracdo (KEEN et al., 2017). Para compensar essa reducao que impacta
0 débito cardiaco, o organismo pode adotar como estratégia adaptativa, 0 aumento da fw,
assegurando assim um fluxo sanguineo adequado para perfusdo tecidual e auxiliando os
processos de desintoxicacdo (JONES-COSTA et al., 2018). Nesse contexto, os marcadores
biométricos revelaram os efeitos subletais da exposicdo aguda ao NPE, os quais, embora ndo
impactem diretamente o crescimento dos animais, geram complicacfes significativas na
manutencdo de dois Orgdos vitais para a homeostase metabolica/desintoxicacdo e ajustes

cardiovasculares.

Ademais, a exposi¢do aguda ao NPE (30 pg L) induziu danos subletais no tecido
hepatico e cardiaco dos girinos de ra-touro, sem comprometer Sseu crescimento
independentemente da variacdo de +5°C na temperatura. A auséncia de uma interacdo
significativa entre os fatores NPE e temperatura, indica que o0 estresse térmico ndo modula as
alteracdes nos indices biométricos frente a exposicao aguda ao NPE. 1sso sugere que a ruptura
na homeostase do volume de sangue ejetado e a deple¢do dos estoques energéticos hepaticos
ocorrem primariamente devido a toxicidade quimica do NPE. Isso reforca a relevancia do NPE
como um fator de estresse ambiental, com efeitos diretos sobre processos fisioldgicos e 6rgaos
vitais dos girinos, mesmo em niveis subletais. Embora a exposi¢do aguda a concentra¢es
ambientalmente relevantes de NPE néo resulte em mortalidade, seus efeitos podem prejudicar

a homeostase e comprometer a satde dos organismos aquaticos.
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4.2 Cardiotoxicidade

Segundo Driedzic e Gesser, (1994) a habilidade do musculo cardiaco em preservar o
desempenho de bombeamento em diversas condicBes fisiologicas € uma caracteristica
essencial para a sobrevivéncia dos vertebrados basais. Dessa forma, ajustes eficazes na
performance cardiaca em resposta a exposicdo a xenobioticos, através da manutengdo do

volume sistélico (VS) e/ou na fw, torna-se essencial a sobrevivéncia da espécie.

A fu in loco € uma analise interessante por permitir a obtencao de valores da frequéncia
basal dos animais, além de evitar o estresse associado a técnica de implantacdo de eletrodos
subcutaneos em animais vivos (WASSERSUG et al., 1981; BURGGREN et al., 1983). A
taquicardia nos girinos de rd-touro induzida pelo NPE, foi observada independentemente da

temperatura da agua.

Os animais do grupo controle apresentaram uma fu fisiologica de aproximadamente 70
bpm, corroborando dados de outros estudos em que a fq de A. catesbeiana em estagios pre-
metamorficos é reportada proxima a 70 bpm (JIA; BURGGREN, 2007; SALLA et al., 2015;
GONCALVES et al., 2025). Por outro lado, os espécimes expostos ao contaminante
apresentaram uma fu meédia de cerca de 80 bpm, indicando que o NPE exerce um efeito
cronotropico positivo. Esse padrdo de resposta é consistente com o observado em outros
modelos expostos a contaminantes quimicos tais como o herbicida Roundup e o pesticida
Folisuper 600 e, a exposicdo subcronica (16 dias) ao NPE (COSTA et al., 2008; COSTA et al.,
2015; GONCALVES et al., 2025), sugerindo uma ativacdo similar dos mecanismos
cardiovasculares em resposta ao estresse de exposicao.

A taquicardia ap6s a exposicdo a Xxenobidticos, é explicado pela ativacdo de
mecanismos fisiol6gicos de resposta ao estresse, mediados principalmente pelo eixo
neuroenddcrino da adrenal e pelo sistema nervoso auténomo (HILLMAN et al., 2008;
DENVER, 2009). A exposicdo a contaminantes ambientais, desencadeia a liberacdo de
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) por ambas as vias, 0 que estimula a ativacdo de
receptores [-adrenérgicos no coragdo, resultando em uma taquicardia reflexa (STEE, 1978).
Em anfibios, a ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-interrenal leva ao aumento da secrecdo de
corticosterona, horménio que amplifica os efeitos das catecolaminas e modifica o
direcionamento do fluxo sanguineo (DENVER, 2009). Esse efeito esta diretamente relacionado
a necessidade de manutencdo da homeostase cardiovascular e ao aumento da taxa metabolica,
visando suprir a demanda energética elevada durante o estresse. Além disso, disruptores da via

estrogénica, como o NP, tem sido sendo associados a modulagdes diretas na atividade adrenal
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em mamiferos (CHANG et al., 2018; EGALINI et al., 2022). Um exemplo relevante € o estudo
realizado em células medulares bovinas, no qual o NP e o bisfenol-A (BPA), em concentracfes
variando entre 0,1 e 10 nM, induziram um aumento significativo na expressao e liberacéo de
catecolaminas (YANAGIHARA et al., 2005). Dessa forma, a taquicardia observada nos girinos
expostos ao NPE pode ndo apenas representar uma resposta adaptativa ao estresse induzido
pela exposicdo, mas também refletir a acdo do NPE como um potencial disruptor enddcrino,

influenciando diretamente a modulacédo da atividade adrenal.

O débito cardiaco é o produto da fu e pelo VS, sendo este Ultimo esta
diretamente relacionado a Fc e influenciado pela massa ventricular (HILLMAN 1976;
WITHERS; HILLMAN, 2001; SALLA et al.,, 2015). Nos girinos expostos ao NPE, a
diminuicdo da Fc ventricular pode ter sido compensada por um aumento na fn, uma adaptacéo
que visa preservar o débito cardiaco. Essa resposta também foi observada em girinos apos a
exposicdo subcrénica por 16 dias a mesma concentracio de 30 ug L™ de NPE (GONCALVES
et al., 2025).

Embora exija um maior consumo de energia em comparagdo com o aumento do VS
(COSTA et al., 2008), a estratégia de elevar a fy ainda assegura que o coracdo bombeie um
volume adequado de sangue por minuto. Durante o desenvolvimento larval, o metabolismo
passa por ajustes significativos para sustentar o crescimento acelerado e a preparacdo para a
metamorfose. A fy basal tende a aumentar progressivamente & medida que o animal requer
maior oxigenacdo e transporte de nutrientes para tecidos em rapida proliferacdo, como
musculos e érgdos internos (HILLMAN et al., 2008). Os gastos energéticos sao distribuidos
entre a taxa metabdlica basal, o crescimento somatico, a atividade fisica e a maturacdo de
sistemas que sofrem remodelagdo durante a transi¢cdo para a vida terrestre (BURGGREN;
PINDER, 1991). A eficiéncia na alocacdo de recursos energéticos, regulada por hormonios
tireoidianos e corticosteroides, é crucial para o sucesso da metamorfose (DENVER, 2009),
assegurando que as reservas sejam otimizadas para atender tanto as demandas imediatas quanto
as futuras transformacdes morfofisiologicas. Entretanto, quando a fx aumenta em resposta a
exposicdo ao NPE, ha um desvio significativo na alocacao de energia, priorizando processos
de resisténcia ao estresse em detrimento a maturagdo tecidual e o consequente atraso na

metamorfose

Apesar do efeito cronotropico positivo, a exposi¢do aguda ao NPE promoveu um
inotropismo negativo comprometendo o mecanismo de AE-C em girinos de A. catesbeiana, ao

reduzir a Fc ventricular o que, por sua vez, diminuiu a eficiéncia do bombeamento cardiaco.
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Como a Fc esta diretamente relacionada as concentracdes intracelulares de Ca?* transiente nos
cardiomidcitos (YUE 1987; GWATHMEY; MORGAN, 1991), o NPE pode ter impactado os
mecanismos de transporte de Ca?*. O Ca?* é o fon chave na contratilidade cardiaca, pois a
elevacdo em sua concentracdo citoplasmatica aumenta a interagdo com a subunidade da
troponina C presente no complexo troponina-tropomiosina, ativando o evento de pontes
cruzadas entre actina e miosina (BERNE et al., 2008). Com 0 aumento na concentragao de Ca?*
transiente, ocorre maior interacdo entre essas proteinas, resultando em uma contracdo mais
forte (i. e. inotropismo positivo) (Fig. 23). Por outro lado, a redugdo na disponibilidade de Ca®
transiente diminui a ativacdo do sistema contrétil, enfraquecendo a contracéo e resultando no
efeito inotropico negativo (MACGOWAN; KORETSKY, 2000; BERNE et al., 2008)

Figura 23. Representacdo esquematica da relacdo entre a [Ca?*] transiente e a geracdo da Fc. (A)
estimulacéo elétrica do miocérdio resulta no aumento da [Ca?*] transiente intracelular e producéo de
Fc. (B) estimulo induzindo o aumento na amplitude do Ca?* transiente e, consequentemente, 0 aumento
da Fc do miocérdio.

A B

Fonte: elaborado pelo autor.

Cardiomidcitos de mamiferos e de vertebrados basais, como os anfibios, compartilham
similaridades no mecanismo do AE-C em relacdo a sequéncia de eventos, no qual a
despolarizacdo da sarcolema leva ao aumento do Ca?* transiente, promovendo a contragio
(BERS, 2001; CERRA; IMBROGNO, 2012). Contudo, existem diferengas fisiologicas nos
detalhes desse processo entre os grupos de vertebrados. Em mamiferos, o reticulo
sarcoplasmatico (RS) desempenha o papel central como fonte de Ca?* ativador, com a liberagio
de Ca?* induzida por Ca?*, mediada principalmente pelos canais de rianodina em resposta ao
influxo de Ca?* pelos canais de Ca?* do tipo L (LTCC) (BERS, 2001). Nos anfibios, por outro
lado, 0 RS contribui menos para o fornecimento de Ca?* ativador, sendo o influxo direto de
Ca?* extracelular pelos transportadores sarcolemais (i. e., LTCC e trocador NCX) o principal
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mecanismo de elevagdo do Ca?* transiente durante a contragdo e a subsequente diminuicdo do
Ca?* para ocorrer o relaxamento (TIBBITS et al., 1991).

Adicionalmente, semelhante a outros vertebrados basais, 0os anfibios ndo possuem o
sistema de tlbulos transversos (tabulos-T) (BOSSEN; SOMMER, 1984; ABRAMOCHKIN et
al., 2022), o que reflete uma organizacdo celular distinta da observada em mamiferos. Essa
diferenca esta intimamente relacionada as caracteristicas morfofisioldgicas dos cardiomidécitos.
Em anfibios, o comprimento longo (~300 um) aliado ao estreito diametro (5 pm) do
cardiomidcito resulta em um aumento expressivo da relagdo superficie/volume (SHIELS,
2022). Isso otimiza a eficiéncia das trocas entre 0s meios intra e extracelulares, assim como
reduz a dependéncia de estoques citoplasmaticos de Ca*".

Além disso, a organizacao interna dos cardiomidcitos de anfibios apresenta miofibrilas
concentradas predominantemente nas regides periféricas, proximas a sarcolema, enquanto a
regido central é ocupada por organelas como mitocéndrias e nucleo. Essa disposicédo periférica
das miofibrilas diminui drasticamente a distdncia de difusdo do Ca?" para alcancar os
miofilamentos contrateis, compensando a auséncia de tabulos-T, que em mamiferos garantem
a rapida propagacéo do potencial de acdo para o interior da célula e a liberagdo de Ca?* induzida
por Ca?* (SHIELS; GALLI, 2014).
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Figura 24. Representacdo esquematica do AE-C em cardiomidcitos de (A) mamiferos e (B) vertebrados
basais. Setas vermelhas indicam as vias de influxo de Ca?* transiente e as setas pretas indicam as vias
de efluxo. Trocador Na*/Ca?" (NCX); canal de Ca?* do tipo lento (LTCC); reticulo sarcoplasmético
(RS); receptor de rianodina (RyR); Ca?*-ATPase do RS (SERCA); fosfolambano (PLB).

Ca?t

Sarcolema

Tubulo T

Miofilamentos

Sarcolema

Cazt

Miofilamentos

Fontes: elaborado pelo autor.

Essas adaptacdes — didmetro celular reduzido, alta relacdo superficie/volume e arranjo
periférico das miofibrilas — sugerem que o RS desempenha um papel secundario na
contratilidade cardiaca dos anfibios. A menor dependéncia do RS esta relacionada a baixa taxa
metabdlica basal e a menor demanda hemodindmica desses animais, em comparagdo com 0s
endotérmicos (i.e. mamiferos e aves) (BASKIERA; GVOZDIK, 2021). Isso reflete uma

estratégia evolutiva distinta para equilibrar estrutura, funcéo e gasto metabdlico.

Embora a literatura sobre os efeitos do NP e seus etoxilados sobre a funcdo cardiaca
seja limitada, existem evidéncias que sugerem a influéncia de xenoestrogénos sobre a atividade
dos transportadores de Ca*? no coragéo indicando um possivel caminho para a explicacdo das
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alteracBes nos parametros de contratilidade ventricular. Lee et al. (2019), ao investigar os
efeitos de dois disruptores enddcrinos estrogénicos, octilfenol e BPA, sobre a sinalizacao de
Ca?" em células-tronco de camundongo em um ensaio cronico de 10 dias, identificaram a
redugdo significativa nos niveis de mRNA do gene do canal de Ca*" (Trpv2), acompanhada
pela diminui¢do nos niveis intracelulares de Ca?". Em cardiomidcitos de ratas, a exposi¢ao ao
BPA prejudicou o manejo de Ca?" intracelular, afetando especificamente os canais de Ca*" do
RS (YAN et al., 2011). No caranguejo Macrophthalmus japonicus, o BPA e outros disruptores
enddcrinos também alteraram o manejo de Ca?" em células do hepatopéncreas, reduzindo a
expressao de receptores de rianodina, um canal de Ca** essencial do RS (KIN et al., 2024).
Esses achados sugerem que essa classe de contaminantes quimicos, que atuam na via
estrogénica, impacta diversos canais relacionados ao manejo de Ca** celular. No caso do NP,
Liu et al. (2008) observaram que, em células cromafins adrenais bovinas, a exposi¢do a 5 uM
de NP suprimiu a atividade de canais de Ca?>" dependentes de voltagem. Em midcitos
ventriculares de guinea pig, Gao et al. (2015) relataram que a exposi¢cdo aguda ao NP, em
concentragdes de 107 M e 10°° M, reduziu a corrente de Ca?* nos canais LTCC, impactando a

contratilidade miocardica.

O coracdo, devido ao seu alto custo energético e dependéncia exclusiva do metabolismo
aerdbico para a geragdo de ATP, apresenta uma alta densidade de mitocéndrias, atendendo a
demanda continua de energia para sustentar contracdes ritmicas e ininterruptas (NEUBAUER
2007). Essa intensa atividade oxidativa resulta na producdo elevada de espécies reativas de
oxigénio (EROs), as quais sdo geradas principalmente pelo vazamento de elétrons na cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial durante a fosforilagdo oxidativa (PALMA et al., 2024).
A constante sintese de ATP demanda uma elevada taxa de reacGes de oxirreducdo, o que
aumenta a probabilidade de vazamento de elétrons que podem reagir com o Oz molecular,
formando EROs como o anion superoxido (O2¢") (BALABAN et al., 2005). Esse vazamento
pode ter sido amplificado pela exposicdo ao NPE. Estudos demonstram que o NP interfere na
funcdo mitocondrial, aumentando a producdo de EROs e induzindo estresse oxidativo em
diferentes tipos celulares (OKAI et al., 2004; GONG; HAN, 2006; MUKHERJEE et al., 2022).
Por exemplo, as exposicdes cronicas (14 e 28 dias) ao NP (270 mg kg™) induziu & desregulacéo
da cadeia transportadora de elétrons no sérum de ratos, resultando em maior geracdo de EROs
(KE et al., 2021). Portanto, o NPE, ao interferir na eficiéncia da fosforilagdo oxidativa,
exacerba o vazamento de elétrons e aumentando a geracdo de EROs, consequentemente,

contribui para danos celulares e teciduais.
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O excesso de EROs pode interferir na contratilidade cardiaca por diversas vias como:
a) oxidacao por adicdo permanente de grupos carbonilas em residuos de cisteina dos filamentos
contrateis, prejudicando o deslizamento acto-miosinico (CANTON et al., 2004); b)
desequilibrios na homeostase do Ca?*, seja através da oxidacéo de proteinas envolvidas com as
vias de manejo de Ca?* transiente (TERENTYEV et al., 2008) ou pela peroxidacio de lipideos
da sarcolema alterando a funcionalidade dos transportadores membranares (GONCALVES et
al., 2025), fundamentais principalmente para o0 AE-C em vertebrados basais; c) lesdes no DNA
mitocondrial (WALLACE, 2005) reduzindo a producdo de ATP e, consequentemente,
limitando a energia disponivel para o ciclo de pontes cruzadas.

Em vertebrados com baixo metabolismo, como os anfibios, a producdo de EROs é
naturalmente reduzida em comparacdo a organismos endotérmicos, devido ao metabolismo
mais lento e menor densidade mitocondrial. No entanto, mesmo nesses organismos, a
manutencdo de uma a regulacdo fina do sistema antioxidante € essencial, uma vez que o
desequilibrio redox representa um dos primeiros indicadores de toxicidade em resposta a
exposi¢do a xenobidticos (SILVESTRE, 2020). Diante disso, a discusséo sobre a reducéo dos
parametros ventriculares deve considerar ndo apenas aspectos eletromecanicos, mas também a
bioquimica redox subjacente ao tecido cardiaco. Isso é respaldado por estudo anterior realizado
em nosso laboratdrio, que demonstrou que a exposigdo subcronica a 30 pg L™ de NPE causou
estresse oxidativo caracterizado por niveis elevados de peroxidacdo de lipideos no tecido
ventricular (GONCALVES et al., 2025). Esse mecanismo sugere que o NPE, ao comprometer
a integridade das membranas celulares e a funcdo mitocondrial, podendo prejudicar tanto a
contratilidade, quanto o relaxamento cardiaco. Neste estudo, os biomarcadores de estresse
oxidativo no ventriculo ndo foram avaliados. No entanto, a manutencdo da Fc constante durante
os incrementos na estimulagdo elétrica, aliada a taquicardia induzida pela exposi¢do ao NPE,
sugere uma alta demanda energética enfrentada pelos girinos, possivelmente resultando na
maior producdo de EROs.

A reducdo significativa na Fc e CBC também pode ser parcialmente atribuida a
capacidade do NPE de induzir degeneracdo das fibras cardiacas (PERROTTA; TRIPEPI,
2012), conforme evidenciado pela reducdo MVR. Tal alteracdo morfologica pode contribuir
para o efeito inotrépico negativo identificado em girinos de ré-touro expostos ao NPE. Um
ventriculo com comprometimento estrutural, ndo serd capaz de gerar a mesma Fc que um

ventriculo saudavel.

Tanto os efeitos inotrépicos quanto lusitropicos negativos observados em resposta a
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exposicdo ao NPE podem também ser decorrentes, em parte, das modulagfes na expressao
proteica e/ou funcionais no trocador sodio-calcio (NCX), principal mecanismo de transporte
de Ca?" em vertebrados basais. O NCX desempenha um papel fundamental nos cardiomidcitos
dos vertebrados, mediando tanto o influxo (modo reverso) quanto o efluxo (modo normal) de
Ca?" por meio da troca de 3 ions Na* por 1 ion Ca?>" (BERS 2001).

O retardamento no influxo de Ca?*" pode levar a dessincronizagdo do AE-C,
prolongando o intervalo entre o potencial de acéo e a ativagdo mecanica, gerando contragdes
descoordenadas (i.e., arritmias) e dissociacdo eletromecéanica, reduzindo a forca de ejecao
ventricular (LLACH et al., 2011). Em modelos experimentais utilizando o miocéardio
ventricular de vertebrados basais, como o abordado neste estudo, a auséncia de tubulos-T e a
alta dependéncia do Ca?" extracelular podem tornar esse mecanismo ainda mais suscetivel a

atrasos no influxo deste ion.

De maneira similar, o atraso no efluxo de Ca?* citosolico, mediado principalmente pelo
NCX operando em seu modo normal e pelas Ca*-ATPases sarcolemais em animais
ectotérmicos (BERS, 2001), compromete o relaxamento ventricular, prolongando a diéstole e
reduzindo a eficiéncia do preenchimento ventricular para a proxima contragdo. Essa falha
mecanicista leva ao acimulo de Ca*" intracelular, aumentando o risco de sobrecarga de Ca**
intracelular e disfuncdes ritmicas (VASSALLE; LIN, 2004). Além disso, o desajuste entre 0s
processos de relaxamento e contracdo prejudica a sincronizacdo do ciclo cardiaco, impactando
a CBC e, possivelmente, o débito cardiaco. A eficiéncia na fungdo cardiaca é crucial para
assegurar a adequada perfusdo tecidual e o suprimento de O, elementos indispensaveis para o

crescimento e a transi¢cdo bem-sucedida para estagios mais avangados de desenvolvimento.

O aumento da temperatura acima da faixa térmica ideal para girinos de rd-touro causou
uma reducéo significativa na Fc dos girinos expostos ao NPE, comprometendo a eficiéncia do
bombeamento cardiaco, bem como a taxa de contracdo. O aumento térmico eleva a taxa
metabolica basal (LONGHINI et al., 2021) e afeta a estabilidade dos miofilamentos e a
sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca** (HARRISON; BERS, 1990), prejudicando
diretamente a geracédo da Fc. Entretanto no grupo Ct a 30°C, a reducéo na Fc ndo foi observada.
Isso sugere que o NPE pode estar exercendo uma acdo diretamente sobre o canal LTCC. Em
experimentos conduzidos por meio da técnica de patch clamp em cardiomidcitos isolados de
guinea pig, foi observado uma reducéo significativa na corrente de Ca?* dos canais LTCC ap6s
a incubagcdo com NP (108, 107 e 10® M) (GAO et al., 2015). Isso sugere que o NPE pode

modular o influxo de Ca?* mediado pelo LTCC, tendo impacto diretamente na amplitude de
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Ca?* transiente e, consequentemente, na Fc.

Por outro lado, as taxas de contracao e de relaxamento do grupo exposto ao NPE a 30°C
foram maiores em relacdo a exposicédo a 25°C, em frequéncias subfisioldgicas, indicando uma
ciclagem de Ca?" mais rapida, mesmo diante de uma menor amplitude de Ca?* transiente. A
atividade do trocador NCX demonstra sensibilidade as modificages redox mediadas pelas
EROs (REEVES et al., 1986; KATO; KAKO, 1988). Em midcitos ventriculares isolados de
ratos, a exposi¢do ao H>O; resultou no aumento da atividade do NCX (KUSTER et al., 2010).
De modo similar, a geragdo de O>™ aumentou significativamente tanto o influxo, quanto o
efluxo de Ca?" mediados pelo NCX (ZIMA; BLATTER, 2006). Dessa forma, o possivel
desequilibrio redox frente a exposi¢do ao NPE pode ter contribuido para a maior ciclagem de

Ca?" nessas frequéncias.

Fatores relacionados as propriedades passivas do coragcdo, como o conteldo e a
composicao do colageno, também sdo significativamente alterados em resposta a aclimatacao
térmica (KEEN et al., 2016). A elevacdo na temperatura altera as propriedades viscoelasticas
do tecido, diminuindo a contribuicdo relativa dos componentes viscoelasticos (tensdes viscosas
e elasticas) para a rigidez miofascial (MUTUNGI; RANATUNGA, 1998). Segundo Leikina et
al., (2002) o aumento da temperatura desestabiliza a estrutura do colageno tipo | (principal
proteina da matriz extracelular), reduzindo a as ligaces de hidrogénio entre cadeias
polipeptidicas. Essa desnaturacéo térmica diminui a rigidez do tecido e facilita o deslizamento
entre fibrilas de colageno, corroborando com o mecanismo descrito acima por Mutungi e
Ranatunga (1998). Essas mudancas nas propriedades passivas, desencadeadas por alteracdes
na temperatura ambiental representam um desafio consideravel para a manutencdo da funcéo

cardiaca normal para animais ectotérmicos (KEEN et al., 2017).

Keen et al. (2016) avaliaram os efeitos da variacdo térmica na plasticidade de expressao
de genes relacionados ao colageno cardiaco em truta arco-iris. Na condi¢do de temperatura
mais elevada (18°C), observaram aumento na expressao de proteinas envolvidas na degradacéao
de colageno, acompanhado por uma diminuicdo na expressdo de genes promotores de
coladgeno, marcadores hipertroficos e genes de crescimento muscular. Essas alteracoes
influenciaram diretamente a rigidez ventricular da espécie. Embora a rigidez dos ventriculos
de girinos de A. catesbeiana ndo tenha sido avaliada, possivelmente essa plasticidade seja
semelhante entre a rigidez cardiaca de animais ectotérmicos, pode ter contribuido para a

reducdo da performance cardiaca dos girinos expostos ao NPE a 30°C.

A interacdo significativa entre os fatores temperatura e exposi¢cdo ao NPE revela um
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efeito sinergico desses estressores sobre a funcao cardiaca. Assim, 0 NPE exacerba os impactos
cardiotoxicos em condicdes de estresse térmico, modulando os mecanismos envolvidos na
homeostase do Ca?" transiente. Essa combinagdo compromete drasticamente a eficiéncia
contrdtil, limitando a capacidade do coracdo em manter a CBC necesséria para atender as
demandas metabdlicas. Apesar do aumento compensatério da fn, a ruptura da homeostase
eletromecanica pela interacdo sinérgica entre um estressor fisico (temperatura elevada) e um
quimico (exposicdo ao NPE), amplifica os danos a contratilidade, sublinhando a
vulnerabilidade do tecido cardiaco de girinos a ambientes quimicamente contaminados sob o

cenario atual de aquecimento global.
1.2 Sistema antioxidantes e estresse oxidativo

Como linha primaria de defesa no controle do estresse oxidativo (YU, 1994), a atuacao
de forma integrada das enzimas SOD e CAT ¢ essencial para proteger as células contra 0s
danos causados pelas EROs. A SOD é responsavel por catalisar a conversao do radical Oz*,
uma das EROs mais reativas, em perdxido de hidrogénio (H20:2) e O> molecular. Em sequéncia,
a CAT atua sobre o H20O: gerado pela acdo da SOD, convertendo-o em agua (H20) e O,
prevenindo o actimulo de H:O: e diminuindo a formacdo de radical hidroxila (*OH)
(BARTOSZ, 2004). Dessa forma, a acdo integrada dessas enzimas desempenha um papel
fundamental na manutencao do equilibrio redox e da integridade celular.
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Figura 25. Esquema do sistema antioxidante; principais EROs e compostos reativos (em vermelho),
vias antioxidantes enzimaticas (verde e azul), conteidos antioxidantes ndo enzimaticos (marrom). Setas
vermelhas indicam a interacdo entre compostos reativos e componentes celulares que podem levar a
danos oxidativos. Superoxido dismutase (SOD); catalase (CAT); glutationa-S-transferase (GST);
glutationa peroxidase (GPx); glutationa reduzida (GSH); glutationa redutase (GR); glutationa oxidada
(GSSG); oxigénio (Oy); agua (H20); elétron (") anion superoxido (O2¢7); hidroperoxila (HO2); perdxido
de hidrogénio (H.0,); radical hidroxila (OH); proteina carbonilada (PC); lipoperoxidacdo (LPO);
perdxido de lipideo (LOOH); aldeidos reativos (MDA e HNE).

7 0, +H,0

MDA + HNE ~ LOOH

GSH

Fonte: elaborado pelo autor.

A SOD, demonstrou ser um biomarcador eficaz para avaliar os efeitos téxicos do NPE
em girinos de ré-touro, em decorréncia da reducdo de sua atividade em todos os tecidos

analisados, independentemente das temperaturas testadas, evidenciando o impacto do NPE na

capacidade de defesa antioxidante contra os radicais Oz°".

Em estudos utilizando cultura celular de hepatdcitos de peixe (Leiognathus
klunzingeri), Salamat e Derakhshesh (2020) relataram uma diminuigéo da atividade da SOD
apos 12 h de incubagdo com NP (2 x 105 e 3 x 107° mol L™!). Em embrides de Danio rerio,
também foi constatada uma reducéo da atividade SOD ap0s exposi¢do aguda (12 h) ao NP em
todas as concentragdes (0,1, 1, 10, 100 ug L) testadas (WU et al., 2011). De forma semelhante,
no tecido branquial de Oreochromis mossambicus, a exposi¢do a uma concentracao subletal de

NP (0,15 mg L") promoveu reducdo na atividade da SOD em todos os periodos de exposicao
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analisados (24, 96 h e 7 dias). Além disso, os autores ressaltaram as branquias como excelentes
biomarcadores para avaliar a toxicidade do NP, particularmente em relacdo ao estresse
oxidativo (CHITRA; MOHAN, 2014). Os resultados obtidos em girinos, nos quais o tecido
branquial foi o mais afetado no sistema antioxidante em fungdo da exposi¢cdo ao NPE,

corroboram os achados dos estudos previamente citados.

Os efeitos do NP e seus etoxilados no tecido muscular séo pouco descritos na literatura.
Asifa e Chitra (2016) observaram que a exposi¢do aguda ao NP (89 ¢ 178 ug L") por 24, 72 ¢
96 h resultou no aumento da atividade da SOD no musculo do ciclideo E. maculatus. No
entanto, nossos dados anteriores demonstraram que a concentra¢do de 30 pg L™ de NPE
induziu a reducdo da atividade da SOD no tecido muscular de girinos de ré-touro apés a
exposicdo subcrénica de 16 dias (GONCALVES et al., 2025), de maneira semelhante aos
resultados da exposicdo aguda, que também causaram diminuicdo da atividade da SOD, tanto
a 25°C quanto a 30°C.

Em contrapartida, a atividade da CAT permaneceu inalterada ap6s a exposicdo ao NPE
na maioria dos tecidos. Apenas nas branquias, a exposicdo ao NPE a 30°C causou reducédo da
atividade da CAT. Esse efeito foi dependente da temperatura e pode ter sido decorrente do
excesso de O2¢". E conhecido que o acumulo de Oz*", decorrente da reducio da atividade da
SOD, pode contribuir para a inativacdo da atividade da CAT (KONO; FRIDOVICH, 1982).
Corroborando os resultados obtidos em girinos neste estudo, Chitra e Mohan (2014)
demonstraram que a exposi¢do ao NP promoveu a deplecdo da atividade da SOD, reduzindo
concomitantemente a atividade da CAT em O. mossambicus. Esse feito foi atribuido ao
acumulo de O2*, que inibiu a atividade da CAT. Adicionalmente, os autores evidenciaram que

tanto a exposi¢do aguda quanto a cronica ao NP resultaram no aumento da producdo de EROs,

induzindo estresse oxidativo nas branquias.

O estresse térmico resultou na reducdo da atividade da CAT nas branquias, figado e
intestino da carpa-comum (Cyprinus carpio) (DAWOOD et al., 2022). De maneira similar, em
outra espécie de peixe (Diplodus vulgaris), observou-se a diminuicao significativa na atividade
catalitica da CAT muscular apés o aumento da temperatura (MADEIRA et al., 2013). Topal et
al. (2021) relataram que o estresse térmico induz alteracdes fisioldgicas que reduzem os niveis
de expressdo do mRNA da CAT no encefalo de peixes. Assim, 0 aumento na temperatura da
agua pode ter promovido alteraces na expressao e/ou na atividade da CAT branquial em
girinos.

O sistema da glutationa desempenha um papel crucial na defesa antioxidante nas
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células, no qual a GSH, um tripeptideo formado por glutamato, cisteina e glicina (MEISTER
etal., 1983), é responsavel pela neutralizacdo das EROs por meio da doacéo de elétrons. Assim,
a GSH atua protegendo componentes celulares, como lipideos, proteinas e DNA, contra 0s
danos oxidativos (WU et al., 2003). Esse sistema depende da atividade das enzimas GST e GPx
para sua acao protetora. A GST promove a conjugacdo da GSH a xenobioticos eletrofilicos,
aumentando sua solubilidade e facilitando sua excrecdo (HAYES; PULFORD, 2008). Por
outro lado, a GPx catalisa a redu¢do de perdxidos nocivos, como o H20: e hidroperdxidos
lipidicos (LOOH), utilizando a GSH como cofator, convertendo-os em agua ou alcoois e
oxidando a GSH a sua forma oxidada (GSSG) (BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 2013). Em
conjunto, esses componentes atuam sinergicamente para eliminar compostos prejudiciais,
manter o equilibrio redox e preservar a integridade celular. A desregulacdo desse sistema esta
associada a diversas doencas relacionadas ao estresse oxidativo, destacando sua importancia

fundamental na homeostase celular e na prevencéo de patologias (LU, 2013).
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Figura 26. Efeitos da exposi¢cdo ao NPE nas duas temperaturas (25°C e 30°C) sobre os sistemas
antioxidantes e a indugdo do estresse oxidativo no figado dos girinos. Destaques em amarelos
representam reducdo (seta para baixo) ou aumento (seta para cima) nos biomarcadores bioquimicos.
Superéxido dismutase (SOD); catalase (CAT); glutationa-S-transferase (GST); glutationa peroxidase
(GPx); glutationa reduzida (GSH); glutationa redutase (GR); glutationa oxidada (GSSG); oxigénio (O2);
agua (H-0); elétron (e") anion superdxido (O2¢); hidroperoxila (HO,); peroxido de hidrogénio (H20);
radical hidroxila (OH"); proteina carbonilada (PC).

0, +H,0

;; GST
ilo

N
H,O
GSH + eletrof

Fonte: elaborado pelo autor.

Os girinos de ré-touro expostos ao contaminante NPE em ambas as temperaturas
avaliadas exibiram um aumento significativo nos estoques hepaticos de GSH, sem alteracdes
nas atividades das enzimas GST e GPx. Esses resultados sugerem uma preferéncia na utilizacéo
da GSH para a neutralizacdo direta das EROs em detrimento da remocdo de compostos
prejudicais mediada pelas atividades da GPx e da GST (FANG et al., 2002). O aumento do

contetido da GSH pode ocorrer pela ativacdo de vias de sua sintese, como a upregulation da
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glutamato-cisteina ligase (GCL) e glutationa sintetase (GS), em resposta ao efeito pré-oxidante
da exposicdo aguda do NPE. Nair et al. (2013) utilizando larvas de mosquito (Chironomus
riparius) demonstraram o aumento significativo na expressédo da GCL e GS, contribuindo para
0 aumento nos estoques de GSH, em trés concentragdes de NP (10, 50 e 100 ug L) ap6s 48 h
de exposicdo ao contaminante. Na espécie chinesa de peixe, Gobiocypris rarus, a exposicao
por 7 dias a0 BPA (225 ug L™) levou ao aumento expressivo de 665% da GSH global, em
relagdo aos peixes do grupo controle (YUAN et al., 2016). De forma similar, mas em algas
(Chlorella vulgaris) a exposicdo aguda (24 h) ao NP (1 mg L) aumentou os estoques de GSH,
concomitantemente com o aumento na atividade da glutationa redutase (GR) (GAO et al.,
2011).

A glutationa redutase (GR) é a enzima chave na manutencdo dos niveis de GSH nre,
uma vez que a GSH é convertida em sua forma oxidada (GSSG), seja por a¢do enzimatica ou
neutralizacdo direta das EROs (CARLBERG; MANNERVIK, 1985). A GR catalisa a reducéo
da GSSG em duas moléculas de GSH por meio do consumo de NADPH, o que assegura a
manutencdo da capacidade antioxidante celular. Assim, uma elevada razdo GSH:GSSG é
essencial para o funcionamento adequado das enzimas antioxidantes, a desintoxicacdo de
xenobioticos e preservacdo do estado redox celular. Apesar da demanda energética neste
processo, a alta eficdcia na ciclagem de GSH pela GR pode ser uma das vias para 0 aumento
dos estoques de GSH hepatica observada nos girinos expostos ao NPE. Em embribes de
zebrafish expostos (164 h pos fertilizacdo) a 0,1 ug L™ de BPA, o aumento no contelido de
GSH foi atribuido ao aumento da atividade da GR (WU et al., 2011). Embora a atividade da
GR e os niveis de GSSG ndo tenham sido quantificados no presente estudo, esses fatores,
juntamente com as alteracfes na biossintese de GSH mediada por GCL/GS, podem ser uma

explicacdo para o resultado observado no tecido hepatico.

Outra hipdtese a ser considerada é o aumento da concentracao de GSH no figado para
suprir a deplecdo desse antioxidante em tecidos extra. Na exposic¢do subcronica (16 dias) a
concentragdo de 30 ug L™ de NPE também induziu ao aumento na quantidade de GSH hepética
nos girinos de ré-touro (GONCALVES et al., 2025). Esse aumento pode ser interpretado como
uma compensacao sistémica destinada a mitigar as deficiéncias de GSH em outros 6rgaos,
como o tecido cardiaco, dado o papel central do figado na regulacdo da homeostase
interorgénica de GSH. A maior parte da GSH plasmatica € sintetizada pelo tecido hepatico,
(LU, 2013). Portanto, as alteracBes nos niveis de GSH hepatica podem ter implicacfes

significativas na homeostase sistémica desse tripeptideo, afetando a capacidade antioxidante
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global e a resposta ao estresse oxidativo em todo o organismo. Em contrapartida, no figado de
ratos expostos cronicamente ao NP (25 mg kg dia™*) durante 50 dias via oral, houve uma
reducdo significativa dos estoques hepaticos de GSH (KORKMAZ et al., 2009). Assim, esse
mecanismo compensatério de elevacdo nos niveis de GSH pode ser interpretado como uma
estratégia de protecdo celular a curto prazo do tecido hepatico contra os efeitos pro-oxidantes
do NPE.

Nas brénquias, 0 aumento das atividades das enzimas GST e GPx sem alteragdo nos
niveis de GSH indica uma tentativa do sistema antioxidante de neutralizar as EROs e 0s
compostos eletrofilicos gerados pela exposicdo ao NPE a 25°C. A manutencdo dos niveis de
GSH branquial sugere que sua sintese/reciclagem esta em equilibrio com o consumo pelas
atividades enzimaticas da GST e GPx. Adicionalmente, a manutencdo dos niveis GSH nas
branquias dos girinos expostos ao NPE a 25°C pode ser atribuida ao suprimento hepatico
previamente discutido. Essa compensacgdo sugere que o figado pode estar mobilizando suas
reservas de GSH para manter a homeostase do sistema antioxidante, mesmo diante das

condicdes adversas impostas pela exposi¢do ao contaminante.
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Figura 27. Efeitos da exposicdo ao NPE nas duas temperaturas (25°C e 30°C) sobre os sistemas
antioxidantes e a inducdo do estresse oxidativo nas branquias dos girinos. Destaques em amarelos
representam reducdo (seta para baixo) ou aumento (seta para cima) nos biomarcadores biogquimicos.
Superéxido dismutase (SOD); catalase (CAT); glutationa-S-transferase (GST); glutationa peroxidase
(GPx); glutationa reduzida (GSH); glutationa redutase (GR); glutationa oxidada (GSSG); oxigénio (O2);
agua (H-0); elétron (e") anion superodxido (O2¢); hidroperoxila (HO,); peroxido de hidrogénio (H20);
radical hidroxila (OH") e lipoperoxidagéo (LPO).

Branquias
NPE

GSH + eletrofilo  GSH

Fonte: elaborado pelo autor.

De acordo com Pickford et al. (2003), o NP penetra em peixes predominantemente

através das branquias e tegumento cutaneo. Em seus experimentos comparativos, a exposicao
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ao NP em concentragdes de 1, 10 e 50 ug L no meio aquético resultou em uma absorcéo
aproximadamente dez vezes maior do que a ingestdo via dieta em Pimephales promelas. O
mecanismo de contracorrente branquial contribui significativamente para a eficiéncia do
transporte de contaminantes da &gua para a corrente sanguinea (RAND, 1995). Com base
nesses estudos, é possivel inferir que as branquias e a pele dos girinos expostos ao NPE
apresentaram um contato mais intenso com o contaminante, o que 0s torna mais suscetiveis a
intoxicacao e aos efeitos pro-oxidantes do NPE.

A exposicdo por 10 dias ao NP em concentracdes de 100 e 200 ug g induziu aumentos
significativos das atividades da GST e da GPx no figado do peixe dourada (Sparus auratus)
(CARRERA et al., 2007). Em exposicOes agudas (12 e 24 h) ao NP, Parra-Guerra e Olivero-
Verbel (2020) observaram o aumento na expressdo dos genes gpx-4 e gpx-6 em larvas de
Caenorhabditis elegans ap6s 24 h de exposicdo ao NP (0,001 uM) e NPE (10 uM).
Adicionalmente, nas branquias da carpa Labeo rohita a atividade da GST foi elevada apds
exposi¢des prolongadas (20, 40 e 60 dias) ao NP em todas as concentracdes avaliadas (27, 36
e 54 ug mit) (KARMAKAR et al., 2021).

Corroborando com esses trabalhos, Vidal- Lifian et al. (2015) também demonstraram a
inducdo na atividade da GPx e GST no tecido branquial de mexilhdes, Mytilus
galloprovincialis, apds a exposicdo a 75 ug L™ de NP apds a exposicdo aguda (48 h) e cronica
(20 a 40 dias). Portanto, esse padrdo no aumento da atividade enzimética da GST e da GPx é
observado em diferentes modelos experimentais, corroborando com os resultados observados
nas branquias de girinos expostos ao NPE a 25°C. Entretanto, os aumentos das atividades da
GPx e GST, nao foram suficientes para conter os danos oxidativos nas branquias dos girinos
expostos ao NPE a 25°C, avaliados pelos niveis de LPO e PC. Durante exposi¢do subcronica
ao NPE por 16 dias, nenhuma alteracdo foi observada nas atividades da GST e da GPx nas
branquias de girinos de ra-touro (GONCALVES et al., 2025).

Por outro lado, houve uma reducao significativa tanto na atividade da GST quanto da
GPx nas branquias dos girinos expostos ao NPE a 30 °C, evidenciando uma interagdo entre a
temperatura e a exposicdo ao NPE. Dessa forma, as condi¢Ges térmicas podem potencializar
os efeitos tdxicos do contaminante, comprometendo a capacidade antioxidante das branquias.
Os estoques de GSH das branquias também apresentaram uma reducdo apos a exposi¢do ao
NPE a 30°C, entretanto esse efeito nao foi dependente do aumento da temperatura. 1sso sugere
que a diminuicdo nos niveis de GSH pode ser atribuida diretamente a toxicidade do NPE,
independentemente das condicdes térmicas. Esses resultados sugerem um colapso do sistema
antioxidante da glutationa sob estresse combinado, onde os efeitos negativos sinérgicos dos
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estressores excederam a capacidade adaptativa das células branquiais, que foram eficientes
durante a exposicédo a 25°C.

Embora néo tenha sido observada uma interagéo entre os fatores NPE x temperatura
sobre o conteddo branquial de GSH, é provavel que a diminuigdo do contetido de GSH tenha
sido o fator responsavel pela reducdo nas atividades enzimaticas da GST e GPx que sdo
dependentes de GSH. O NPE pode ter atuado na via de sintese da GSH, reduzindo seu contetdo
nas branquias. A falta de substrato para acdo enzimética, juntamente com o estresse térmico
atuando sobre a estrutura e funcionamento da GST e GPx, pode ter levado a inibi¢do de suas
atividades enzimaticas.

Na literatura, os efeitos do NP e seus etoxilados sobre a regulacdo na expressao das
enzimas responsaveis pela biossintese da GSH ainda s&o controversos. Conforme discutido
anteriormente, o NPE poderia ter induzido o aumento dos estoques de GSH hepética. No
entanto, o trabalho de Ke et al. (2021) avaliou a exposic¢do cronica (28 dias) ao NP (270 mg kg
1) em ratos, com o objetivo de compreender como o contaminante afeta as vias de expressio
de componentes antioxidantes. Os autores observaram que, apos a exposi¢do ao contaminante,
houve uma redugdo na expressao do fator Nrf2 e um aumento na expresséo da proteina Keapl
nos tecidos hepatico e nervoso, tanto no citoplasma quanto no nucleo das células. O Nrf2 é um
fator de transcricdo que regula a expressao de genes antioxidantes. Quando ativado em resposta
ao estresse oxidativo, se liga ao elemento de resposta antioxidante (ARE) no DNA, induzindo
a producdo de enzimas antioxidantes como a GCL e GST (ITOH et al., 1997; BLOOM et al.,
2002). Por sua vez, o Keapl atua como sensor de estresse oxidativo no citoplasma, ligando-se
ao Nrf2 em condices normais e promovendo sua degradacdo proteossdmica (KOBAYASHI
et al., 2004). Sob condicGes de estresse oxidativo, essa ligacdo Keapl-Nrf2 é interrompida,
permitindo que o Nrf2 migre para o nucleo e ative a expressao de genes de defesa antioxidante.

Se 0 NPE inibir a via Keap1-Nrf2, isso pode comprometer a resposta antioxidante e a
sintese de GSH nos girinos. Segundo Ke et al. (2021), a exposi¢do a disruptores endocrinos
inibe essa via, aumentando significativamente a expressao de Keapl, concomitantemente com
a repressdo na expressao de Nrf2, o que diminuiu a capacidade antioxidante. A GCL é uma
enzima heterodimérica cuja subunidade catalitica (GCLC) é dependente da via do Nrf2
(BLOOM et al., 2002). Camundongos knockouts para Nrf2 demonstraram reducdo nos
estoques de GSH (CHAN et al., 2001) e baixa expressdo de GCLC (CHEN et al., 2003)
hepaticas. Portanto, a acdo do NPE na via do Nrf2 pode ter contribuido para a reducéo
significativa nos estoques de GSH branquial a 30°C. Embora a GCLC seja frequentemente up-
regulated para aumentar as defesas antioxidantes quando necessario, Lu (2013) ressalta que
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em situacGes onde os danos oxidativos severos, a expressao da GCLC pode se tornar
desregulada, levando a uma diminuicéo na sintese de GSH. Esse cenario pode ter contribuido
para a reducgdo dos niveis de GSH nas branquias dos girinos expostos ao NPE a 30°C.

No figado de goldfish (Carassius auratus), 0 aumento da temperatura de 21°C para
35°C resultou na reducédo da atividade da GPx ap6s 1 h de estresse térmico (LUSHCHAK;
BAGNYUKOVA, 2006). Em camarfes Litopenaeus vannamei expostos a variagdes térmicas
de 15°C para 22°C e 28°C, a expressdo de GST e GPx no hepatopancreas foi reduzida nas duas
faixas térmicas mais elevadas, enquanto nas branquias observou-se uma diminuicao exclusiva
da GPx em ambas as elevacGes de temperatura (ZHOU et al., 2010). Da mesma forma, no bagre
Heteropneustes fossilis, 0 aumento térmico de 25°C para 37°C por 4 h promoveu a reducao
dos estoques de GSH branquial, concomitante a diminuicéo da atividade da GPx (PARIHAR
etal., 1997).

Embora alguns estudos também relatem o aumento da atividade dessas enzimas em
resposta ao incremento térmico (MADEIRA et al., 2013; MADEIRA et al., 2016; KLEIN et
al., 2017), todos os trabalhos que evidenciam alteracfes na atividade enzimética do sistema
antioxidante frente ao aquecimento ambiental convergem para um ponto em comum: a inducao
ao estresse oxidativo. No tecido branquial dos girinos, o estado oxidativo pode ter contribuido
para a reducdo da atividade catalitica de GST e GPx, uma vez que o acumulo de H.0. ¢ LOOH
pode sobrecarregar a capacidade funcional da GPx (BRIGELIUS-FLOHE; MAIORINO, 2013;
SIES et al., 2017). Além disso, o aumento da solubilidade do NPE, favorecido pela maior
fluidez das membranas em temperaturas elevadas, pode ter intensificado interacdes
intermoleculares com as enzimas, impactando sua funcionalidade. Por fim, a disponibilidade
insuficiente de GSH, essencial para o funcionamento dessas enzimas, pode ter sido um fator
determinante para a reducao de suas atividades.

Dessa forma, a interacdo entre elevacao térmica e exposicao a contaminantes representa
um fator critico para tecidos de organismos ectotérmicos, cuja fisiologia é diretamente
dependente da temperatura ambiental. Esses resultados sugerem que mudancas climéticas
podem amplificar vulnerabilidades metabdlicas, exacerbando os impactos da contaminacao
quimica em estagios larvais de anfibios.

No tecido muscular dos girinos de A. catesbeiana, o sistema antioxidante da glutationa
foi significativamente afetado pela exposicdao ao NPE (30 pg L) a 25°C e 30°C, sendo essas
alteracbes mais pronunciadas na temperatura elevada devido a dependéncia da temperatura
sobre os efeitos da exposi¢do ao NPE. A 25°C, os efeitos isolados do NPE foram novamente
observados sobre ao reduzir os niveis de GSH e a atividade da GPx. Como discutido
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anteriormente, o NPE pode modular a via de sintese da GSH, elevando seu conteido (como
observado no figado) ou comprometendo seus estoques (como observado nas branquias), seja
por inducéo da atividade da GR reciclando a GSSG ou pela ativagao de fatores de transcricao
(via Keap1-Nrf2).

Figura 28. Efeitos da exposi¢cdo ao NPE nas duas temperaturas (25°C e 30°C) sobre os sistemas
antioxidantes e a inducdo do estresse oxidativo no musculo dos girinos. Destaques em amarelos
representam reducdo (seta para baixo) ou aumento (seta para cima) nos biomarcadores biogquimicos.
Superoxido dismutase (SOD); catalase (CAT); glutationa-S-transferase (GST); glutationa peroxidase
(GPx); glutationa reduzida (GSH); glutationa redutase (GR); glutationa oxidada (GSSG); oxigénio (O5);
agua (H-0); elétron (e’) anion superoxido (O2¢); hidroperoxila (HO.); peroxido de hidrogénio (H205);
radical hidroxila (OH"); proteina carbonilada (PC); lipoperoxidagdo (LPO).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Em O. niloticus, especificamente no tecido muscular, exposi¢oes agudas (24, 72 e 96
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h) ao NP em duas concentragdes (89 e 175 pg L) reduziram a atividade da GR em todos os
tempos avaliados, comprometendo a manutencdo dos niveis de GSH pela via de reciclagem da
GSSG. Adicionalmente, os autores relataram aumentos significativos nos niveis de H20: e nos
produtos de LPO, sugerindo baixa eficiéncia da GPx muscular frente a exposi¢do ao NP
(ASIFA; CHITRA, 2016). Assim, a diminuicdo do conteudo e da atividade destes
biomarcadores no musculo de girinos expostos ao NPE a 25°C fortalece a hipotese de que esse
contaminante interfere na homeostase redox da GSH e na funcionalidade da GPx, tornando o
tecido muscular mais vulneravel a danos pelas EROs, conforme evidenciado pela elevagdo no
contetido de PCs.

Entretanto, o padréo de resposta dos componentes do sistema de glutationa no tecido
muscular (GSH, GST e GPx) apresentou uma clara dependéncia da temperatura. Essa interacao
entre a temperatura e a presenca de NPE resultou em uma resposta adaptativa imediata,
evidenciada pelo aumento dos niveis de GSH e das atividades da GPx e GST apds a exposicao
a 30°C na tentativa de mitigar os danos oxidativos.

Uma possivel explicacdo para o comportamento desses pardmetros é o aumento da
eficiéncia da via Nrf2 induzida pelo estresse térmico. Em robalo (L. maculatus), foi relatado
aumento na expressdo génica de Nrf2 e reducéo da expressao de Keapl no tecido hepatico apos
um incremento de 8°C na temperatura da agua por quatro semanas (YANG et al., 2024). Em
células de tecido dentario humano, a exposi¢do ao estresse termico (42°C por 30 min)
aumentou a expressdo de Nrf2, sendo este fator apontado como o principal mecanismo para
combater danos oxidativos induzidos pelo aguecimento agudo (CHANG et al., 2009). Em
células cancerigenas pulmonares, caracterizadas por alta expressdo basal de Nrf2, Xie et al.
(2020) observaram um aumento significativo na expressdo desse fator ap6s elevacdo da
temperatura de incubacao de 37°C para 42°C por 48 h.

O musculo apresenta alta expressdo basal de Nrf2 devido a intensa demanda metabdlica
associada a contratilidade muscular (POWERS et al.,, 2024), expondo 0s midcitos a
concentragdes elevadas de EROs mitocondriais. A presenca de altos niveis de Nrf2 nos
miocitos potencializa a expressdo das defesas antioxidantes. Os girinos mantidos a 30°C
demonstraram maior atividade natatoria em comparagao aos mantidos a 25°C. Alguns estudos
demonstraram uma melhoria na performance locomotora de anuros em estagios larvais e no
pos-metamorfose quando expostos a temperaturas elevadas (CARVALHO et al., 2024; HE et
al., 2021). O aumento da locomoc¢éo pode alterar o0 metabolismo muscular, induzindo maior
expressdo de Nrf2 e fortalecendo o sistema antioxidante da glutationa. Ostrom et al. (2021)
demonstraram um aumento na expresséo de Nrf2 e de ligacdo ao ARE no DNA, com reducéo
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da expressdo de Keapl no musculo esquelético de camundongos submetidos a exercicios
fisicos.

Dessa forma, o aumento nos estoques de GSH muscular, mediado pela sinalizacéo de
Nrf2 induzida diretamente pelo estresse térmico ou indiretamente pelo aumento da
performance locomotora, pode ter contribuido para os resultados observados no musculo dos
girinos de ré-touro expostos ao NPE a 30°C. Com estoques elevados de GSH, a GST e a GPx
aumentaram suas respectivas atividades contra as EROs. Essa adaptagdo pode ser crucial para
a sobrevivéncia em curto prazo, mas a persisténcia dos estressores a longo prazo pode levar a
exaustéo do sistema, resultando em danos cumulativos. A variabilidade entre os tecidos destaca
a importancia de analises sistémicas para entender a homeostase redox e os impactos de
estressores ambientais.

A LPO consiste no processo oxidativo de degradacao de lipideos, particularmente dos
acidos graxos poli-insaturados presentes nas membranas celulares, mediado pelas EROs. Esse
evento inicia-se com a remocdo de uma molécula de Hz, gerando um radical lipidico e
iniciando, assim, uma reacdo em cadeia de oxidacdo (NIKI, 2009). Na presenca de O, ocorre
a ligacdo no radical lipidico formando os LOOHs. Estes compostos instaveis resultam na
formacdo de subprodutos reativos, como malonaldeido (MDA) e 4-hidroxinonenal (4-HNE),
que promovem danos celulares (AYALA et al., 2014). A LPO compromete a integridade da
bicamada lipidica, reduzindo a fluidez e a seletividade da membrana, além de desencadear
disfungdes mitocondriais, apoptose e inflamacdo (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2015).

Proteinas que sofreram modificacbes oxidativas, por meio da introducdo de grupos
carbonila (C=0) em sua estrutura formam as PCs. Esses grupos carbonila séo formados quando
residuos especificos de aminoacidos, como lisina, arginina, prolina ou treonina, sao oxidados
diretamente pelas EROs ou indiretamente por rea¢cGes com produtos secundarios da LPO, como
os aldeidos reativos (BERLETT; STADTMAN, 1997). A carbonilacdo proteica indica dano
oxidativo irreversivel as proteinas. Esse processo pode levar a desnaturacdo proteica, perda de
funcéo enzimatica, agregacao de proteinas e interferéncia nos sistemas de reparo celular, como
0 sistema ubiquitina-proteassoma e as chaperonas moleculares (DALLE-DONNE et al., 2003).

Ap0s 48 h de exposicdo ao NPE, os resultados de LPO nas brénquias e no musculo de
girinos corroboram com estudos prévios, que demonstraram que tanto o NP quanto o NPE
induzem a peroxidacdo lipidica em membranas celulares de diversos tecidos. Em embrides de
Danio rerio expostos a 100 ug L' de NP, observou-se um aumento significativo nos niveis de
MDA, indicando elevacdo da LPO ap06s 164 h pos-fertilizagdo (WU et al., 2011). Salamat e
Derakhshesh (2020) demonstraram a inducdo de LPO em culturas de hepatocitos de L.
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klunzingeri apés 24 h de exposi¢des ao NP (1075, 2x1075 ¢ 3x10° mol L™"). No ciclideo E.
maculatus, a exposi¢do aguda ao NP (89 e 178 ug L™!) aumentou os niveis de LPO de forma
dose-dependente no tecido muscular ap6s 24, 72 e 96 h (ASIFA; CHITRA, 2016). Em outra
espécie de ciclideo, O. mossambicus, o NP (15 mg L) induziu significativamente a
peroxidacao lipidica no tecido branquial apds 24 e 96 h de exposic¢ao, com niveis mais elevados
de LPO apds 7 dias.

Por outro lado, o figado dos girinos de A. catesbeiana se mostrou um tecido resistente
a acdo pré-oxidante do NPE, em relacdo a LPO, apos 48 h de exposi¢do. Entretanto, em girinos
de ré-touro expostos ao NPE (30 ug L) por 16 dias, foi observada elevagao nos niveis de LPO
nos tecidos cardiaco, hepatico e muscular (GONCALVES et al., 2025). Esses resultados
sugerem que, embora o figado dos girinos apresente uma resisténcia relativa a exposi¢es
agudas ao NPE, a exposicao prolongada pode comprometer essa prote¢éo, resultando em um
acumulo significativo de danos oxidativos nos lipideos. Isso destaca a importancia de
considerar a duracdo da exposicdo ao avaliar os efeitos toxicos do NPE, evidenciando a
necessidade de estratégias de monitoramento e mitigacdo em ambientes contaminados.

A composicédo da bicamada lipidica em anfibios é um fato importante a ser considerado,
uma vez que cadeias longas de &cidos graxos poli-insaturados (AGPI) sdo essenciais para esses
organismos, especialmente durante a transicdo do ambiente aquatico para o terrestre (FRITZ
et al., 2019). Além disso, animais ectotérmicos requerem quantidades significativas de AGPI
devido a adaptacdo homeoviscosa, permitindo-lhes ajustar a fluidez das membranas em
resposta a variacdes de temperatura (JUTFELT et al., 2024). Nesse contexto, a alta capacidade
do NPE em causar disfuncdes na homeostase lipidica, devido a sua natureza lipofilica (LI1U et
al., 2023), pode ter aumentado a exposicao e suscetibilidade dos AGPI as EROs acumuladas
nos tecidos, em decorréncia da ruptura do equilibrio redox e desequilibrio no sistema
enzimatico antioxidante promovida pelo NPE e do aumento da temperatura. O estresse térmico,
por sua vez, também contribui para alteracdes na fluidez das membranas e na atividade
enzimatica, potencializando os efeitos do NPE sobre a LPO.

Sun et al. (2019) observaram um aumento nos niveis de MDA produto da LPO, no
plasma, nas branquias e no figado de achigd (Micropterus salmoides) ap0s a elevagdo da
temperatura de 20°C para 26°C. Outro produto da LPO, o HNE, foi avaliado no mdsculo
esquelético de enguia (Genypterus chilensis) e apresentou elevacdo significativa de seus niveis
apos um aumento de 5°C na temperatura (DETTLEFF et al., 2020). No musculo de ré
(Nanorana parkeri), observou-se um aumento da LPO apds 12 h de exposi¢do a uma elevacao
de 6°C na temperatura, evidenciado pelo acuimulo de MDA no tecido (ZHANG et al., 2022).
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Além disso, o estudo de Freitas et al. (2017) investigou a influéncia da temperatura (28, 32 e
36°C) sobre a exposicao ao herbicida sulfentrazona em girinos (estagios 27-30 de Gosner) de
Physalaemus nattereri. Os autores evidenciaram um aumento de LPO com respostas
dependentes da temperatura. Assim, os resultados de LPO obtidos para girinos de ré-touro estao
em concordancia com os estudos mencionados, uma vez que a temperatura demonstrou exercer
efeitos sinérgicos com a exposi¢do ao NPE no musculo desses animais.

Em resumo, o NPE induziu a LPO nas membranas celulares por meio do acimulo de
EROs, desestabilizacdo da homeostase lipidica e reducdo e sobrecarga das defesas
antioxidantes enzimaticas.

A exposicao aguda ao NPE (30 pg L") também promoveu nos girinos um aumento do
contetido de PC nas branquias em ambas as temperaturas avaliadas, bem como no musculo sob
exposi¢do a 25°C, sem influéncia da temperatura. No entanto, no tecido hepatico, o aumento
dos niveis de PC frente a exposicdo ao contaminante a 30°C foi uma resposta dependente da
temperatura. Esses resultados indicam a sensibilidade deste biomarcador aos estressores
quimico e térmico.

Em espermatozoides de esturjao (Acipenser ruthenus), os niveis de PC aumentaram de
forma dose-dependente apds incubacdo com NP (5, 10 e 25 uM) por 1 h (SHALIUTINA et al.,
2017). De maneira similar, ovos de ciprinideo (Gobiocypris rarus) também responderam de
forma dose-dependente a exposicdo diferentes a concentragdes de NP (10, 50, 100 e 200 pg
L), apresentando aumento nos niveis de PC (ZHANG et al., 2008). Em larvas de Drosophila
melanogaster, exposicGes agudas de 24 e 48 h ao NP (0,5 e 5,0 ug mL™?) resultaram em
aumento do contetdo de PC em ambos os tempos de exposicdo (DWIVEDI et al., 2022). No
cérebro de ratos, a exposicao ao NP (25 mg kg™!) elevou os niveis de PC no cortex frontal e no
hipocampo apds 46 dias de exposicdo oral (TABASSUM et al., 2017). No zebrafish, a
exposicao ao BPA (220, 1180 e 1500 ng L") aumentou o conteudo de PC em todos os 6rgaos
avaliados (branquias, figado, cérebro e intestino) apds 96 h de exposicdo (ELIZALDE-
VELAZQUEZ et al., 2023).

Apesar de a literatura ndo ser extensa em relacao aos efeitos dos disruptores endocrinos
sobre os conteudos de carbonilacdo proteica em anfibios, os resultados obtidos com diversos
modelos experimentais e em diferentes tecidos corroboram a acdo pro-oxidante do NPE em
induzir danos oxidativos em proteinas de girinos de A. catesbeiana.

As proteinas membranares sdo predominantemente oxidadas por radicais peroxila,

hidroxila e O2*", enquanto as proteinas citoplasmaticas sao alvos de diversas espécies reativas,
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incluindo EROs, MDA ou derivados de 6xido nitrico (SOHAL, 2002).

O tecido branquial dos girinos expostos a 25°C pode ter tido a funcionalidade de suas
proteinas comprometidas pela acdo de EROs, com a reducdo da atividade da SOD
(comprometendo a neutralizagdo de O2.*") e 0 aumento dos niveis de LPO (gerando subprodutos
reativos). Na exposicao a 30°C, além dessas EROs, as reducdes das atividades da CAT e GPx
nas branquias, podem ter contribuido para o aumento H-O-, deixando os componentes celulares
mais suscetiveis a acdo dessas EROs. No tecido muscular, a reducdo na atividade da SOD e da
GPx pode ter elevado a concentracdo de EROs a 25°C, tornando as proteinas musculares
suscetiveis a oxidagdo por esses agentes.

Contudo, no figado, o aumento da temperatura pode ter sido determinante para a
carbonilacdo de proteinas nos girinos expostos ao NPE a 30°C. Nos estudos conduzidos por
Zhang et al. (2022) e Bagnyukova et al. (2003) sobre marcadores de estresse oxidativo em ras
com comportamento de hibernar (Nanorana parkeri e Rana ridibunda, respectivamente), foi
evidenciado o aumento do contetdo de PC no tecido hepatico ap6s o aumento de 6°C por 12 h
para N. parkeri e de 15°C por 24 h para R. ridibunda. Dessa forma, a temperatura, por meio de
diversos efeitos isolados como 0 aumento do metabolismo basal, que eleva a geracédo de EROs,
a alteracdo na termoestabilidade das enzimas antioxidantes e a desnaturacdo de proteinas,
expondo sitios suscetiveis a carbonilagdo, promoveu o incremento nas concentracdes de PC em
girinos expostos ao NPE a 30°C. E provavel que o aumento de PC também esteja associado ao
acumulo de O2*", decorrente do comprometimento funcional da SOD hepatica.

De forma geral, o sistema antioxidante primario (SOD e CAT) e o sistema glutationa
(GST, GPx e GSH) do figado, branquias e musculo dos girinos de ra-touro foi prejudicado pela
exposi¢cdo aguda ao NPE em uma concentracdo ambientalmente relevante. As branguias e o
musculo apresentaram maior sensibilidade aos efeitos pro-oxidantes do NPE, possivelmente
em funcdo do maior contato com o contaminante, que é predominantemente absorvido através
das branquias ou do tegumento fino. Todos os tecidos sofreram danos decorrentes do estresse
oxidativo induzido pelo NPE, evidenciados seja pelos niveis de LPO e/ou conteudo de PC, em
pelo menos uma das temperaturas avaliadas. Adicionalmente, os efeitos negativos do NPE
sobre os biomarcadores antioxidantes e de estresse oxidativo demonstraram serem dependentes
da temperatura no figado (PC), nas branquias (CAT, GST e GPx) e no musculo (GST, GPx,
GSH e LPO). Tais resultados ressaltam a complexidade e a problematica dos ambientes
poluidos por contaminantes quimicos sob o cenario de mudancgas climaticas, promovendo

respostas antioxidantes negativas frente a sinergia dos estressores ambientais, impactando na
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saude dos girinos em fases de desenvolvimento pré-metamorficas.

4.3 Neurotoxicidade

A atividade da AChE no cérebro e no musculo, desempenha um papel fundamental na
regulagcdo da neurotransmissdo e na fungdo muscular. No sistema nervoso central (SNC), a
AChE é responsavel pela rapida hidrolise da acetilcolina (ACh) na fenda sinaptica, garantindo
a cessacdo dos sinais colinérgicos e a manutencdo da homeostase neurolégica (STONE, 1957;
FOLDES, 1978). No musculo esquelético, sua atividade é indispensével para o controle preciso
das contra¢des musculares, garantindo a locomocao e a atividade natatéria (ROTUNDO, 2020;
BUKHARAEVA,; SKORINKIN, 2021).

Alteracbes na atividade da AChE, induzidas pela exposicdo a contaminantes
ambientais, podem comprometer tanto a funcdo neuroldgica em girinos de A. catesbeiana
quanto a muscular (OSSANA et al., 2013; CARVALHO et al., 2020), servindo como
biomarcadores de toxicidade neuronal e motora. Nao ha estudos especificos sobre os impactos
do NPE, NP e outros alquilfendis na atividade das colinesterases em anfibios. Entretanto,
pesquisas realizadas com invertebrados, vertebrados basais e mamiferos sugerem que o NP é
um potencial inibidor da AChE. Li (2008), ao investigar a interacdo de surfactantes com as
colinesterases em organismos aquaticos, demonstrou in vitro que a exposi¢do ao NP (0,5 mM)
por 96 h reduziu a atividade da AChE em planérias (Dugesia japonica). Jones et al. (1998)
relataram que a exposicdo de 96 h ao NP (0,22 mg L) diminuiu a expressdo de receptores
colinérgicos muscarinicos no encéfalo de trés espécies de salmonideos. Os autores sugerem
que essa downregulation é possivelmente causada pelo acimulo de ACh nas fendas sinapticas,
resultado da inibicdo da AChE. Em estudos com linhagens celulares de mamiferos, Talorete et
al. (2002) identificaram compostos alquilfendlicos, incluindo o NP, como inibidores da
atividade colinesterasica na linhagem neuronal de rato (PC12), em concentra¢des de 0,8 mM
apos 24 h de exposicdo. Assim, nossos resultados representam a primeira avaliacdo dos
impactos do NPE sobre a atividade da AChE cerebral em anfibios, corroborando os estudos
anteriores mencionados, mas em um contexto de temperatura elevada.

Com o aumento da temperatura, a biodisponibilidade do NPE pode ter sido
potencializada nos girinos. Em temperaturas mais elevadas, a fluidez das membranas celulares
aumenta (LOS et al., 2013). Apesar da adaptacdo homeoviscosa observada em animais
ectodérmicos (JUTFELT etal., 2024), o aumento da fluidez pode ter favorecido a acdo do NPE.
Adicionalmente, a elevacdo térmica pode alterar os sistemas metabolicos e de transporte do

organismo, facilitando a absor¢éo e retencdo de compostos quimicos (NOYES et al., 2009).
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Além disso, a maior parte das moléculas de AChE presentes no encéfalo corresponde a
enzimas acopladas a membrana celular neuronal por meio da proteina de ancoragem rica em
prolina (PRiIMA) (PERRIER et al., 2002). Dessa forma, a disrupgao da homeostase membranar
induzida pela temperatura, associada a acdo do NPE sobre os lipideos, pode ter provocado
alteracdes na ancoragem da AChE (Fig. 29A). Conforme descrito por Dobbertin et al. (2009),
a auséncia dessa ancoragem ndo apenas reduz a atividade catalitica da enzima, mas também
altera sua distribuicdo neuronal.

Figura 29. Esquemas representando a localizagdo da AChE na fenda sinaptica no SNC e na juncao
neuromuscular. (A) localizacdo da AChE na membrana celular da célula pés-sinaptica, (B) localizacdo
da AChE na matriz extracelular.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram que o efeito do NPE na atividade da
AChE depende da temperatura. Dessa forma, a interacdo entre o estresse térmico e o estresse
quimico desencadeia neurotoxicidade central em girinos de A. catesbeiana. Esses achados
destacam que animais expostos a ambientes contaminados por NPE e seus derivados
apresentam maior susceptibilidade a disfuncBes colinérgicas, especialmente em cenarios de
aumento da temperatura dos corpos hidricos, efeito potencialmente exacerbado pelas mudancas
climaticas em curso.

Uma vez que esse surfactante estd mais disponivel para comprometer a atividade da
AChE, se a resposta compensatoria da célula pos-sindptica, como a regulacdo negativa ou a
reducdo do nimero de receptores colinérgicos centrais (JONES et al., 1998) nao for eficaz, a
estimulacdo excessiva do sistema colinérgico pode comprometer a capacidade funcional do
animal. Esses impactos podem ser observados em alteragdes comportamentais como estresse e
reatividade (MINEUR; PICCIOTTO, 2021), déficits cognitivos (BALLINGER et al., 2016),
disturbios respiratorios (CHATONNET et al., 2003) e disfun¢des neuromusculares (CAMP et
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al., 2010). Adicionalmente, os girinos mantidos a 30°C apresentaram uma atividade natatoria
elevada durante a exposicdo, contrastando com os individuos mantidos a 25°C, que
conservaram o comportamento tipicamente sedentario e bentdnico das larvas de ra-touro (NIE
et al., 1999). A elevacdo da atividade locomotora observada a 30°C pode estar diretamente
associada a uma maior demanda metabdlica muscular, sugerindo um mecanismo potencial para
a inducao da expressao e/ou atividade funcional da isoforma muscular da AChE.

As jungdes neuromusculares (i.e., conexdes entre neurdnios motores e fibras
musculares) possuem como unico neurotransmissor a ACh. Logo, a manutencao precisa ponto
a ponto do sistema colinérgico periférico é essencial. Embora a maioria dos estudos sobre a
toxicidade de contaminantes na atividade da AChE em organismos aquaticos foque no tecido
nervoso, o tecido muscular demonstra ser um indicador mais sensivel para prever a toxicidade
aguda (PERKINS; SCHLENK, 2000; FULTON; KEY, 2001; EL-ALFY etal., 2001). Li (2008)
demonstrou em seu estudo com Poecilia reticulata que a exposicdo ao NP (150 pg L e 300
ug L) por 96 h resultou na redugdo na atividade da AChE muscular, sem causar alteragdes na
atividade enzimatica no encéfalo dos animais a 28°C. Nossos resultados corroboram essa
observacao, pois 0 NPE mostrou reduzir a atividade da AChE muscular de girinos em ambas
as temperaturas avaliadas no estudo.

Assim, conforme destacado por Li (2008), no contexto da exposi¢do aguda ao NPE, o
tecido muscular de A. catesbeiana parece ser um marcador mais sensivel para alteracfes na
atividade da AChE em comparagdo ao tecido nervoso. Os efeitos da inibi¢do da AChE pelo NP
e seus etoxilados em vertebrados aquéaticos ainda sdo pouco estudados, sendo necessaria a
realizacdo de mais pesquisas para ampliar o conhecimento sobre os impactos desse CE na
atividade da AChE (LI, 2008; MALTAIS; ROY, 2014). Guilhermino et al. (2000) constatou a
inibicdo da AChE de Daphnia magna por trés diferentes surfactantes em concentragfes
variadas chegando ao maximo de 40 mg L™ dos detergentes. Adicionalmente, Kucherenko et
al. (2012) no desenvolvimento de um método para determinacdo de surfactantes utilizando a
inibicdo da AChE, relataram que um possivel mecanismo seria que as longas caudas
hidrofobicas dos surfactantes tendem a evitar o ambiente aquoso, inserindo-se entre os nicleos
hidrofoébicos de moléculas enzimaticas. Essa interacdo provoca alteragcbes na estrutura
tridimensional da enzima, resultando na reducéo de sua atividade catalitica.

A 30°C, a atividade da AChE no mdsculo caudal apresentou um aumento mais
pronunciado do que aquele registrado a 25°C, o que pode ser explicado por dois fatores
principais: (i) a enzima operando em sua faixa térmica étima e/ou (ii) o estresse térmico induziu
a sintese e ativagdo das heat-shock proteins (HSP) capazes de regular a atividade da AChE.

93



Estudos realizados em diferentes espécies de peixes evidenciaram um aumento da
atividade da AChE muscular em exposicGes a temperaturas superiores a faixa térmica ideal.
No robalo-europeu (Dicentrarchus labrax), foi observado um aumento na atividade das
colinesterases do SNC e muscular, acompanhado de descoordena¢do motora com a elevacgao
de 7°C na temperatura (ALMEIDA et al., 2015). J& na cavala (Scomber scombrus) e na solha-
europeia (Pleuronectes platessa), a atividade 6tima da AChE foi registrada em temperaturas
mais altas, entre 30 e 34°C (BOCQUENE et al., 1990). No zebrafish (Danio rerio), cuja
temperaturas preferenciais variam de 20 a 30°C, exposi¢des de 30 a 35°C também resultaram
em aumento da atividade da AChE muscular (MARINHO et al., 2023). Em mamiferos, Foldes
et al. (1977) relataram que a atividade da AChE no musculo esquelético de rato diminui com a
reducdo da temperatura, enquanto sua atividade aumenta em temperaturas mais altas.

Embora esses estudos sejam majoritariamente realizados em peixes, a AChE apresenta
alta conservacdo entre os vertebrados (PEZZEMENTI et al., 2011), o que torna possivel
correlacionar esses resultados com as respostas enzimaticas observadas em A. catesbeiana. Em
anfibios, h4 também relatos de aumento na atividade da AChE durante as temporadas mais
quentes do ano (GABRIEL; BUDAI 1992; VENTURINO et al., 2003). Esses achados
corroboram os estudos prévios, indicando que a temperatura exerce influéncia direta sobre a
atividade da colinesterase muscular em diversas espécies.

Adicionalmente, o estresse térmico pode ter induzido o aumento da expressdo de HSP,
proteinas que atuam como chaperonas, sendo fundamentais no manejo e estruturacdo de outras
moléculas proteicas, como enzimas, frente a condicdes de estresses fisicos e quimicos
(LINDQUIST, 1986). Essas proteinas apresentam alta conservacao evolutiva entre 0s seres
vivos (ROBERT et al., 2001; HEIKKILA 2010). Segundo Lindquist (1986), as HSPs possuem
a capacidade de reparar proteinas mal estruturadas ou agregadas, além de ativar moléculas
inativadas. Em aves, a ativacdo das HSPs causou aumento da atividade de colinesterases
musculares pré-existentes, que estavam inativas devido a auséncia do sitio catalitico funcional
(EICHLER; SILMAN, 1995). Tal mecanismo pode explicar, em parte, 0 aumento observado
na atividade enzimatica da AChE muscular em girinos do grupo Ct submetidos a 30°C. Em
experimentos com linhagens de fibroblastos de ra-touro expostas a diferentes temperaturas, foi
identificado um aumento na expressdo génica da HSP30 a partir de 33°C, com um apice da
upregulation a 35°C (MULLIGAN-TUTTLE; HEIKKILA, 2007). Nesse contexto, € possivel
que, a 30°C, tenha ocorrido uma regulagéo positiva da expressao dessa HSP no tecido muscular
dos girinos, seja devido ao estresse térmico ou ao estresse oxidativo (MORIMOTO et al.,
1998), o que teria levado a interagdes com AChEs que estavam inativas.
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Diferentemente do SNC, nas juncfes neuromusculares, parte dessas enzimas estd em
forma livre, mas a maioria encontra-se ancorada a lamina basal do tecido muscular (Fig. 29B)
por meio da subunidade proteica coldgeno Q (ColQ) (KREJCI et al., 1997). Como 0s
fibroblastos sdo responsaveis pela producao da matriz extracelular, que esta intimamente ligada
a atividade enzimatica da AChE, a proximidade das HSPs pode ter facilitado o aumento do
numero de enzimas com sitios de ligacdo ativos, potencializando a atividade enzimatica
observada.

Portanto, a exposi¢do aguda ao NPE em uma concentracdo ambientalmente relevante
induziu efeitos negativos significativos sobre a atividade de uma enzima-chave na homeostase
colinérgica em girinos de ra-touro, tanto no SNC quanto no periférico. No SNC, observou-se
um padréo de resposta ao NPE dependente da temperatura: sob condi¢éo termicamente elevada
(30°C), o NPE comprometeu a regulacdo colinérgica, indicando uma interagdo sinérgica entre
estresse térmico e o estresse quimico. Dessa forma, 0 aumento da temperatura potencializa 0s
efeitos toxicos do NPE, exacerbando as disfuncdes neuromoduladoras e destacando a
vulnerabilidade do SNC a multiplos estressores ambientais. Em contraste, no tecido muscular,
os efeitos do NPE mostraram-se independentes da temperatura. No entanto, o estresse térmico
isolado promoveu um aumento na catalitica da AChE, sugerindo que o tecido muscular pode
desenvolver adaptacdes enzimaticas para mitigar os efeitos do estresse térmico. Esses
resultados reforcam a hipétese de que contaminantes emergentes, em cendrios de aquecimento

global, podem exacerbar desequilibrios neurofisiol6gicos em organismos ectotérmicos.

A exposicdo aguda (48 h) a uma concentragdo ambientalmente relevante de 30 pg L!
do CE NPE promoveu efeitos: a) hepatotdxicos (reducdo do IHS e a quebra na homeostase do
sistema antioxidante); b) cardiotdxicos, (reducdo da MVR e efeitos inotropicos e lusitropicos
negativos); c) cronotropismo positivo (taquicardia); d) deplecdo das defesas antioxidantes
enzimaticas e inducgdo ao estresse oxidativo nas branquias e no muasculo; e) neurotoxicidade
(inibicdo da AChE muscular).

O estresse téermico amplificou os efeitos negativos do CE sobre a funcdo cardiaca,
exacerbando o inotropismo negativo, levando a uma deplecdo acentuada das defesas
enzimaticas antioxidantes nas branquias e ao estresse oxidativo no figado e no masculo, além
da inducgdo de neurotoxicidade no encéfalo. Dessa forma, em ambientes contaminados por

NPE, o aumento da temperatura intensifica os efeitos subletais desse CE avaliado por multiplos
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biomarcadores. 1sso pode promover implicagcdes ecoldgicas ao comprometer o desempenho
mesmo a curto prazo de girinos de rd-touro, uma espécie exatica e relativamente resistente a
ambientes antropizados. Consequentemente, espécies nativas que sdo geralmente mais
sensiveis aos multiplos estressores podem ser mais vulneraveis.

Esses resultados destacam a necessidade urgente de acdes regulatorias para estabelecer
diretrizes ambientais, que sdo raramente utilizadas na formulacéo de estratégias para mitigacao
de contaminantes emergentes, a fim de garantir a protecdo das popula¢des de anfibios. Essa
urgéncia € particularmente alarmante em paises como o Brasil, onde o NPE nem sequer €
considerado na legislacdo para a protecdo da vida aquética. Essas acdes se tornam ainda mais
necessarias frente as mudancas climaticas eminentes. O aumento progressivo da temperatura
dos corpos hidricos, aliado a auséncia de estratégias eficazes para a mitigacdo da contaminacéo
quimica, expde a biota aquatica a perdas catastréficas de biodiversidade sob o cenério de

aquecimento global.
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