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RESUMO

Durante muitos anos as determinagdes quimicas serviram como indicadores exclusivos e
tradicionais de contaminacdo. Entretanto, nas ultimas décadas os estudos ecotoxicoldgicos
vém contribuindo para a compreensao da degradacdao do ambiente e no estabelecimento de
parametros de qualidade. Neste contexto, as andlises de biomarcadores representam uma
forma de na avaliagdo da qualidade do ambiente baseada em respostas de parametros de saude
dos organismos residentes. O peixe da espécie Sphoeroides testudineus pertencente a familia
Tetraodontidae foi escolhido como modelo bioldgico para este trabalho. No capitulo I, tem-se
uma avaliacdo de algumas respostas do baiacu a exposicao ao horménio feminino estradiol
(E2) em condig¢des laboratoriais, visando a validagdo da espécie para estudos de desregulacao
endocrina e futuros monitoramentos ambientais em estuarios tropicais. A biometria ndo foi
um indicador bom dos efeitos de desreguladores endocrinos. Também nao foram evidenciadas
respostas no indice gonado-somatico (IGS), indice hepato-somatico (IHS) tampouco a
alteragOes histoldgicas nas gonadas em nenhum peixe do controle, nem nos tratamentos. A
analise do tecido hepatico de S. testudineus revelou casos de vacuolizagdo celular dos
hepatdcitos e areas de necrose. A detec¢ao de vitelogenina plasmatica de S. festudineus por
western blot revelou que a expressao desta proteina estava presente nas fémeas analisadas,
mas também em grande parte dos machos e juvenis inclusive do grupo controle, sugerindo
fortemente a presenga de contaminantes com potencial de desregulagdo enddcrina no estudrio
do Rio Pacoti. Esses resultados motivaram a realizagao do capitulo II deste trabalho, que teve
como objetivo uma avaliagdo da qualidade da foz do estuario do Rio Pacoti por meio da
analise de biomarcadores associados aos mais diversos tipos de contaminacdo. Houve
diferenca acentuada na proporcao sexual encontrada, sendo esta de 1 macho para cada 4,6
fémeas. O peso total corporeo apresentou grande variabilidade, com média de 45,07 + 32,48,
enquanto que o comprimento padrao foi, de certa forma, mais homogéneo (média de 11,34 +
2,57 cm). O coeficiente de variagdo dos indices IGS e IHS foram de 82,50% e 54,37%,
respectivamente. Todas as fémeas coletadas apresentaram ovarios contendo ovocitos pre-
vitelogénicos na grande maioria pertencentes a fase Il de maturacdo gonadal. Apenas 2
machos foram coletados e identificados por meio da histologia, além de 22 animais juvenis,
cujas gonadas nao encontravam-se diferenciadas. Na avaliagdo histopatologica das gonadas
nado foram detectadas lesdes ou anormalidades em nenhum espécime coletado. As principais
alteragdes encontradas nas laminas de figado foram vascularizagdo intensa, nucleos picnéticos
e areas de necrose. Além de todas as fémeas, foi detectada vitelogenina (VTG) no tnico
macho maduro bem como em 14 juvenis. A analise dos biomarcadores enzimaticos revelou
que, com excecao da glutationa-S-transferase (GST) a atividade no figado foi sempre superior
a branquia. Ha necessidade de estudos posteriores para analise das respostas enzimaticas em
S. testudineus de diferentes pontos do Rio Pacoti ou mesmo outros corpos d’agua para que
essas respostas possam ser mais bem conhecidas e caracterizadas para monitoramentos
ambientais futuros. O peixe S. testudineus mostrou ser um modelo adequado para avaliagao da
qualidade do ambiente em estudos de campo. Os dados aqui obtidos também sugerem que Rio
Pacoti, um dos importantes recursos hidricos do estado do Ceard, ja encontra-se contaminado,
uma vez que foi observada grande quantidade de danos no figado de peixes coletados e,
também, por ter sido verificada a evidéncia de feminizagao.



Aquatic contamination biomarkers in puffer fish (Sphoeroides testudineus) collected at Pacoti river
estuary. Author: Marcionilia Fernandes Pimentel. Superviser: Prof. Dr. Leticia Veras Costa-Lotufo. PhD Thesis
submitted to Marine Tropical Sciences program from the Marine Sciences Institute, Federal University of Ceara

ABSTRACT

For many years chemical data have served as the exclusive and more traditional indicators
of contamination. However, in the last decades ecotoxicological studies have contributed in
understanding environmental degradation and in the establishment of new environmental
quality parameters. In such context, biomarkers analyses focus on the evaluation of
environmental quality and responses to pollutants based on health parameter measurements
of local organisms. The fish Sphoeroides testudineus (Linnaeus, 1758) belongs to the family
Tetraodontidae and was chosen as biological model for this study. In chapter I, the answer of
S. testudineus submitted to the feminine hormone estradiol (E2) under laboratorial
conditions is evaluated, aiming at the validation of this species for studies with endocrine
disruption and monitoring of tropical estuary contamination. The biometry was not a good
indicator of the effects of endocrine disruption, as no alterations were observed. There were
no alterations of GSI and HIS in E2-treated groups as well. Histopathological analysis of
gonadal tissues showed no alteration, while in the hepatic tissue, there were evidences of
tissue damage, including vacuolization, picnosis and necrotic areas. Vitellogenin (VTG)
detection in plasma of S. testudineus using western blot demonstrated that a positive band
was observed in the females, but also in most males and juveniles including those from the
control group. These data strongly suggested the presence of endocrine disruptors in the
estuary of Pacoti river and prompted us to chapter II of this working, that aimed to the
evaluation of the environmental quality of Pacoti river quality using S. testudineus as the
indicator and different biochemical biomarkers and histopathology as endpoints. There was
an accentuated difference in the number of male and female fishes (1 male to 4.6 females).
The body weight showed a great variation (mean + SD = 45.07 + 32.48g), while the length
was much more homogen (mean = SD = 11.34 + 2.57cm). The variation coefficient of GSI
and HSI was 82.50% e 54.37%, respectively. All females presented ovary containing
previtellogenic oocytes and were mainly in the phase II of gonadal maturation. There were
only 2 male identified trough histology and 22 juveniles with undifferentiated gonads. While
there were no lesions or alterations in the gonads, the liver tissue presented intense
vacuolization, picnosis and some necrotic areas. Vitellogenin was detected on the plasma of
females, one male and 14 juveniles, reinforcing the presence of endocrine disruptors in the
estuary. The analysis of enzymatic biomarkers showed that the activity of analyzed
enzymes, with the exception of GST, were higher in the liver than in the gills. To better
understand the real meaning of this enzymatic fluctuation, more studies are necessary with
fishes from unpolluted areas. Although the present work is still a preliminary analysis, S.
testudineus could be considered a suitable model to evaluate environmental quality. Present
data strongly suggest the contamination of Pacoti river estuary, one of the most important
water resources from Ceara state, since there evidences of liver damage and also
feminization.
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INTRODUCAO GERAL

1. Poluicio, Ecotoxicologia e os biomarcadores de contaminacio

Desde seu surgimento na terra, quanto mais o homem utiliza os recursos do
meio, maior quantidade de residuos e subprodutos desta utilizagdo ¢ langada no mesmo. O
marcante crescimento da populagao mundial nas ultimas décadas com inser¢ao de novos bens
de consumo e hdbitos de vida elevou sobremaneira a demanda por novas tecnologias e
produtos resultando, assim, no descarte de muitas substancias que tém, geralmente, o oceano
atuando como receptor final. E importante destacar que mesmo quando os poluentes oriundos
das atividades antropicas sdo langados no ar ou solo, eles fatalmente alcancam o ambiente
aquatico, isto €, os rios, lagos, estudrios, mares e, conseqiientemente, o oceano como um todo
(Sousa, 2002).

Marques Jr. e colaboradores (2002) afirmam que as regides costeiras sao
especialmente vulneraveis ao impacto da poluicdo devido a intensa ocupagdo humana,
geralmente proxima a baias e estuarios. Nos ultimos dados divulgados sobre as areas de
grande concentragdo populacional, as zonas costeiras constam como detentoras de mais de
40% da populagcdo mundial, incluindo 21 das 33 mega-cidades do mundo (Sale et al. 2008;
SCBD, 2012). Considerando apenas os efluentes liquidos emitidos, esse "inchago"
populacional na zona costeira agrava ainda mais a situagcdo de degradagdo de corpos hidricos
adjacentes onde sdao despejados, diariamente, toda sorte de rejeitos agricolas, domésticos e
industriais. E sabido que a grande maioria destes residuos acaba interagindo de forma adversa
com o meio, de acordo com a peculiaridade das caracteristicas de cada um. Na visdo de
Sponza (2003), tanto a descarga deliberada, quanto a emissdao acidental de combinagdes de
substancias quimicas no ambiente possuem potencial para alterar a estrutura e o

funcionamento de ecossistemas naturais. E comum que os poluentes passem por
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transformagdes fisicas, quimicas e biologicas fazendo com que até mesmo os organismos de
niveis tréficos superiores possam ser atingidos, por meio de mecanismos de biomagnificagao
de alguns compostos. Sendo assim, esta grande quantidade e variedade de poluentes ocasiona,
muitas vezes, impactos irreversiveis. Na Tabela 1, encontram-se listadas as principais classes

de contaminantes (seguidas de exemplos) presentes no ambiente de acordo com Newman e

Unger (2003).

Tabela 1. Principais classes de contaminantes encontrados no ambiente e exemplos. Fonte: Newman e Unger

(2003).
Grandes classes de Exemplos
contaminantes
Metais e metalodides Aluminio, cddmio, selénio, zinco.
Gases inorganicos Didxido de carbono, diéxido de enxofre.
Nutrientes Nitrato, nitrito.
Compostos organicos HPA, BPC, carbamatos, clorofenois.
Compostos organometalicos Merctrio orgénico, chumbo orgénico.
Compostos emergentes Alquilfenois, perfluorooctanos sulfonados.

Em monitoramentos ambientais existem diversas formas disponiveis de se
avaliar os graus de poluigdo. E sabido que a degradagio aquatica pode ser acessada tanto por
determinagdo direta da concentragdo de contaminantes (quantificacdo quimica) quanto por
indicadores biologicos. Durante muitos anos as determinagdes quimicas serviram como
indicadores exclusivos ¢ mais tradicionais de contaminag¢do. Entretanto, nas ultimas décadas
os estudos ecotoxicologicos fundamentados em bioensaios realizados em laboratorio vém
sendo bastante utilizados em analises de poluicao de corpos d’agua como forma de integrar
melhor, explicar resultados objetivamente e subsidiar a tomada de decisdes rapidas e seguras.
Entende-se por toxicidade qualquer efeito adverso manifestado por organismos testes, o que

pode incluir desde alteracdes genéticas, imobilidade, deformidades até letalidade. Tais
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respostas as agressoes ambientais podem ser detectadas nos mais diversos niveis de
organizacdo bioldgica e ecologica, desde alteragdes em processos bioquimicos em
compartimentos subcelulares de individuos até em uma comunidade inteira, passando pelo
organismo como um todo, sistemas fisiologicos, populagdes etc (Sousa, 2002). Apesar das
determinagdes quimicas continuarem sendo uteis em diagnosticos ambientais, dificilmente
refletem de forma direta o efeito das concentragdes de contaminantes medidas na saude da
biota. Isso se da porque, nestes casos, ndo ¢ considerada a biodisponibilidade de tais
substancias, as complexacdes destas no ambiente nem o efeito de misturas complexas
(sinergismo, adi¢ao, antagonismo) (Ait-Aissa et al. 2003; Svensson et al. 2005). Devido a este
fato, a Ecotoxicologia ¢ uma ciéncia que busca esclarecer quais sdo os efeitos toxicos destas
substancias biologicamente ativas sobre os organismos. E valido salientar que os efeitos
destes contaminantes dependem da forma como os mesmos entram em contato com o
organismo, ou seja, se o xenobiotico ¢ ingerido diretamente do ambiente, absorvido
dermicamente, por branquias, superficies pulmonares ou consumido por meio da cadeia
trofica (Mozeto & Zagatto, 2006; Newman & Unger, 2003).

Além dos bioensaios, os estudos em que se utilizam biomarcadores de
contaminagdo sdao desenvolvidos e inseridos no ramo Ecotoxicologia. As andlises de
biomarcadores se valem da possibilidade de avaliar o estado de degradacdo de um
determinado ambiente por meio de parametros de saude dos organismos inseridos neste, pois
expressam os efeitos provocados por poluentes (Walker et al. 1996). Estas alteracdes podem
acontecer nos mais diversos niveis de organizacdo bioldgica, desde mudangas em vias
bioquimicas, danos moleculares, genéticos, mudanga no padrdo fisiologico, alteragdes
morfologicas, comportamentais, reprodutivas, etc.

Os biomarcadores costumam ser classificados como de exposi¢do ou efeito.

Bianchini et al. (2006) definem como biomarcador de exposi¢do qualquer alteragao biologica
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que dé indicios de que o organismo esta sendo exposto a um contaminante. Os de efeifo sdo
aqueles que evidenciam algum efeito toxico em decorréncia da exposi¢do ao contaminante. As
vantagens de indicadores bioldgicos em relacdo a determinacdo direta da concentragao de
poluentes sdo o baixo custo, método de analise relativamente simples e, principalmente, a
possibilidade de quantificar de forma precoce os danos causados pelos contaminantes nos
organismos expostos (Bianchini et al. 2006).

Os peixes fazem parte do mais numeroso grupo dentre os vertebrados e possuem
grande importancia ecologica e economica (Favaro & Oliveira, 2012). Sdo componentes
essenciais nas cadeias troficas aquaticas atuando significativamente como presas € como
predadores além de exibirem as mais diversas estratégias comportamentais e reprodutivas.
Apesar de algumas limitagdes como a alta mobilidade e do fato de nem sempre serem muito
sensiveis a determinados poluentes, esta diversidade de héabitos e comportamentos aumentam
o potencial de exposicdo dos peixes, por estarem em contato com diversas matrizes e
compartimentos bioldgicos (Rand, 2008; Sepulveda et al. 2002). Devido a este fato, os peixes
sdao organismos-modelo relevantes e representativos e, por isso, foram escolhidos para este

trabalho.

2. Modelo biolégico

A familia tetraodontidae (gr. Tetra = quatro + Odontus = dentes) compreende
os peixes comumente chamados de baiacus que se diferenciam por determinadas
caracteristicas intrinsecas, como a capacidade de inflar o corpo (estratégia de defesa contra
predacao) e a presenca de maxilas modificadas com duas placas dentigeras inferiores e
superiores (Figueiredo & Menezes, 2000). O curioso ato de inflar sob situagdes de estresse €
possivel por causa do estomago modificado com diverticulo capaz de armazenar grande

quantidade de ar ou agua (Noleto, 2009). Seus habitats sdo basicamente marinhos em regides
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tropicais dos oceanos Atlantico, Indico e Pacifico, porém algumas espécies sdo residentes de
aguas rasas doces ou salobras de estudrios e ndo apresentam comportamento migratorio
(Favaro et al. 2009; Figueiredo & Menezes, 2000; Ribeiro, 2007; Shultz, 2002; Targett,

1978).

Todas as espécies desta familia apresentam habitos bentonicos, sdo carnivoras
e muitas sao toxicas devido a presenca da tetraodontotoxina que atua no sistema nervoso
central e periférico podendo causar envenenamento. Pelo fato de ndo serem plenamente
palataveis, as espécies pertencentes a esta familia ndo sdo economicamente relevantes no
Brasil, ao contrario do Japao onde os tetraodontideos possuem alto valor € o consumo esta
condicionado as refinadas técnicas de preparo (Possatto, 2006). Uma informacao adicional
que pode ser dada a respeito destes animais € que os baiacus lisos possuem o menor genoma

entre todos os vertebrados e, por isso, sua genética ¢ bastante estudada (Noleto, 2009).

O peixe da espécie Sphoeroides testudineus (Linnaeus, 1758) pertencente a
familia Tetraodontidae, escolhido como modelo bioldgico para este trabalho, ¢ um animal de
fundo, habita baias, enseadas, estuarios e pode penetrar na dgua doce por tolerar grandes
variacoes de salinidade (Prodocimo & Freire, 2004; Targett, 1978). Trata-se de uma espécie
abundante e sua ocorréncia na América se da desde Nova Jersey (EUA) até o estado de Santa
Catarina (Brasil) sendo, possivelmente, a espécie de baiacu mais comum no litoral brasileiro

(Figueiredo & Menezes, 2000; Possatto, 2006).

S. testudineus ¢ um peixe carnivoro importante para as teias troficas das quais
participa, alimentando-se principalmente de moluscos e crustdceos (Targett, 1978). O habito
alimentar ¢ bentofagico, preso ou proximo ao substrato, hébito este possibilitado pelo
achatamento dorso-ventral com boca terminal (Chiaverini, 2008; Lemos, 2006). Foi

evidenciado no trabalho de Chiaverini (2008) que os individuos juvenis possuem atividade
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alimentar mais elevada que os adultos sendo ambos especialistas em crustdceos e moluscos e

com ciclo e ritmo alimentar diurno.

No Brasil o consumo de S. testudineus por humanos ¢ pouco praticado e até
desaconselhado, pois pode ser fatal, uma vez que o animal ¢ extremamente toxico devido a
presenca da tetraodontoxina (Froese & Pauly, 2013; Rocha et al. 2002). Landsberg et al.
(2006) traz um caso originalmente relatado por Benson (1956) de uma mulher que morreu 45
min apos ingerir figado do baiacu S. testudineus.

No Brasil, h4 relativamente pouca literatura sobre a espécie levando-se em
consideragdo a sua importancia ecoldgica para as biocenoses onde estd inserido,
principalmente quando se trata de avaliagdes ambientais com uso de biomarcadores.

E importante que a escolha do organismo modelo utilizado em investigagdes
ambientais obedeca a alguns pré-requisitos inerentes ao proposito. Neste caso, foram nove as
principais motivagdes que nos fizeram optar por S. festudineus para o presente trabalho. A
saber: 1. Abundancia e facilidade de obtencao - Nao requer técnicas intrincadas de pesca
para ser coletado; 2. Importancia na cadeia trofica - Garante boa representagcdo ecoldgica
(Targett, 1978); 3. Habitos bentonicos - Sabe-se que o sedimento ¢ um compartimento onde
ocorre acumulagdo expressiva de contaminantes (Adams et al. 1992). Sendo assim, estando
este animal em contato constante com o sedimento, pode-se inferir que 0 mesmo encontra-se
exposto a maior contaminagdo que os peixes da coluna d’agua; 4. Cosmopolitismo -
Marcante presenga em todos os estuarios do estado (ZEE, 2005) e em quase todos os estuarios
do pais (Froese & Pauly, 2013); 5. Pouca importancia economica - O fato de ser
considerado descarte da pesca artesanal (por ndo ser comestivel) faz com que seu uso em
monitoramentos ndo introduza um impacto grande, como poderia ocorrer caso o animal ja
sofresse com as pressoes da pesca; 6. Facilidade de identificacio no campo - Permite que

ndo sejam coletados organismos desnecessariamente que acabariam sendo descartados; 7.



26

Comportamento nao-migratorio - Apoiado na afirmacao de Figueiredo e Menezes (2000)
de que estas espécies nao apresentam comportamento migratorio € podem permanecer em um
mesmo local durante todo o ano, Noleto (2009) sugere que tal comportamento garante
uniformidade nos padrdes genéticos populacionais, além de serem representativos do ponto de
coleta; 8. Boa adaptaciao as condicoes de laboratério - Ribeiro (2007) concluiu em seu
trabalho que o baiacu S. testudineus se adapta facilmente a condi¢des de laboratério e
demonstrou ser apropriado para bioensaios e estudos de biomarcadores; 9. Escassez de dados
- Novos dados sobre a biologia da espécie e o nivel de respostas aos métodos empregados sao

extremamente relevantes.

Figura 1. Espécime de Sphoeroides testudineus (Fonte: Prieur Christophe)

(http://www.fishbase.us/photos/thumbnailssummary.php?ID=1242)

3. Apresentacao dos capitulos

Partindo da problematica global de contaminacao de estuarios, tem-se aqui como
principais objetivos: 1. a utilizagdo do baiacu Sphoeroides testudineus em estudos com
biomarcadores de contaminacdo aquatica; 2. a avaliagdo da viabilidade deste animal como
organismo modelo para tais estudos; 3 a investigagdo da exeqiiibilidade dos métodos

empregados. Para tanto, foi necessario dividir esta tese em dois capitulos a fim de facilitar a
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compreensdo dos resultados, ainda que tais investigacdes nao tenham sido realizadas
separadamente sob o ponto de vista cronologico.

No capitulo I intitulado CARACTERIZACAO DE EFEITOS ASSOCIADOS
A DESREGULACAO ENDOCRINA DO HORMONIO FEMININO 178-ESTRADIOL
EM SPHOEROIDES TESTUDINEUS, tem-se uma avaliagdo de algumas respostas do baiacu a
exposicao ao hormdnio feminino estradiol (E2) em condi¢des laboratoriais. Trata-se de uma
caracterizacdo preliminar para que o comportamento do organismo frente a perturbacgao
endodcrina seja conhecido levando, conseqiientemente, a validacao da espécie para estudos de
desregulagdo enddcrina e monitoramentos ambientais futuros em estuarios tropicais.

Apesar de ainda se tratar de um estudo de caracterizacdo, o capitulo II
(AVALIACAO DE BIOMARCADORES DE CONTAMINACAO AQUATICA EM
TECIDOS DE SPHOEROIDES TESTUDINEUS COLETADOS NO ESTUARIO DO RIO
PACOTI - CE) traz uma avaliagcdo da qualidade da foz do estuario do Rio Pacoti pela analise
de biomarcadores associados a diversos tipos de contaminacao; além de contribuir para o

conhecimento da biologia de S. festudineus coletados no estuario supracitado.
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO DE EFEITOS ASSOCIADOS A DESREGULACAO
ENDOCRINA DO HORMONIO FEMININO 178-ESTRADIOL EM

SPHOEROIDES TESTUDINEUS
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RESUMO

As substancias que geram efeitos femininos sao conhecidas como estrogénicas € ha inimeros
estudos que atestam a ocorréncia destas em concentragdes toxicologicamente relevantes em
ambientes aquaticos. Os estrogénios sdo compostos que participam da reproducao tanto em
machos quanto em fémeas atuando como mensageiros quimicos. Sdo hormoénios
predominantemente femininos, ¢ o 17B-estradiol (E2) ¢ o mais importante. Devido a
associacao especifica entre a sintese de vitelogeninas (VTG) e a estimulagdo por estrogenos, a
analise da presenga desta proteina no plasma de juvenis e machos tem sido indicada em todo o
mundo como um bom biomarcador para a avaliacdo da estrogenicidade de varios
contaminantes em peixes. O baiacu S. festudineus foi escolhido como modelo neste trabalho
para que suas respostas a parametros comumente utilizados em estudos de desregulacao
enddcrina sejam caracterizadas. Em virtude da caréncia de estudos ligados a tematica da
desregulagdo endocrina, aliada a necessidade de padronizacao de modelos que possibilitem o
inicio deste tipo de estudo em nossos corpos d’agua, esta etapa do trabalho teve como
principais objetivos: avaliar a resposta do baiacu Sphoeroides testudineus a exposicdo ao
hormoénio feminino 17 P-Estradiol (E2) em condi¢des laboratoriais por meio de dados
biométricos, dos biomarcadores VTG, IGS, IHS e histopatologia de gonadas e figado; ¢ a
avaliacdo/validacao da espécie para estudos posteriores de desregulagdo enddcrina. As
concentracdes testadas foram: 5 ¢ 10mg E2 Kg ' (peso corpéreo). Para cada concentracio
foram testados dois tempos de exposi¢ao que foram 15 e 29 dias, tendo assim o total de 9
peixes por periodo. Nao foi observada diferenga significativa em nenhum pardmetro
biométrico, IGS ou IHS. Em nenhum espécime de nenhum dos tratamentos foram encontradas
lesdes ou anormalidades nas gonadas, todas as estruturas estavam dentro dos padrdoes normais
descritos para peixes teledsteos. Nas amostras de figado foram observados diferentes niveis de
vacuolizacdo citoplasmatica, desde moderadas até vacuolizacdo intensa. Além de
vacuolizacdo, outras alteragdes foram encontradas, como presenca de parasitas e areas de
necrose. Feita a revelacdo das membranas de WB, houve formacao de bandas duplas fortes
em uma regido onde se localizam proteinas de peso molecular de aproximadamente 270 kDa.
A expressao de VTG foi detectada em machos maduros e juvenis tanto advindos da exposi¢ao
ao estradiol quanto nos peixes do controle. A detec¢ao de VTG em animais do controle sugere
fortemente a presenca de contaminantes com potencial de desregulacdo endocrina no estuario
do Rio Pacoti. Nao hd como sabermos se o baiacu Sphoeroides testudineus responde bem aos
parametros por nos utilizados uma vez que houve interferéncia por contaminagdo prévia,
anterior a exposi¢do. Ha que se ressaltar que a exposi¢ao deles no ambiente pode ter limitado
ou aumentado a sua resisténcia e mascarado estes resultados. S3o necessarios estudos
complementares contando com maiores concentragoes de E2 e também com maior numero de
machos expostos com ampliagdo do n amostral e escolha de um ambiente menos impactado
para que estas questdes sejam elucidadas.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os ecossistemas aquaticos sao de fundamental importancia para a manutengao da
vida no planeta. A qualidade da agua de rios, lagos e mares reflete, conseqiientemente, na
qualidade de todas as comunidades que dependem direta ou indiretamente destes ambientes.
Infelizmente, a intervencao do homem, por meio do langamento de substancias oriundas do
avango desenfreado da industrializacdo e do progresso tecnologico em todas as esferas, ¢ a
grande responsavel pela poluicdo de nossos recursos naturais. Somado a isto, o aumento da
populagcdo mundial que gera quantidades enormes de langamento de dejetos em corpos hidricos

de toda sorte, torna o quadro ainda mais alarmante.

1.2. Compostos Emergentes e Desreguladores Endocrinos

Dentre as classes de contaminantes que ultimamente mais t€ém preocupado os
técnicos de o6rgdos ambientais estdo os chamados compostos emergentes, substidncias cujas
conseqiiéncias ecotoxicoldgicas de seu langamento no ambiente ainda sdo relativamente
desconhecidas. Categorizados de acordo com os impactos que podem ser causados na saude
humana e no ambiente, os compostos emergentes encontram-se enquadrados nos seguintes
grupos: hormonios esteroides; compostos farmacologicamente ativos; produtos de higiene e
cuidado pessoal; pesticidas, herbicidas e inseticidas; produtos quimicos de uso doméstico;
subprodutos de desinfec¢do; metais; surfactantes e metabolitos; retardantes de chama; aditivos
industriais; aditivos da gasolina; nanoparticulas; entre outros (United States, 2009). Nao se trata
apenas de produtos quimicos produzidos nos ultimos anos, mas também de compostos que
foram intensamente utilizados no passado e estdo sendo detectados com cada vez mais

freqiiéncia em diversos compartimentos ambientais (Sodré et al. 2007).
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Estes produtos tém sido detectados em quantidades significativas nos mais
diversos ecossistemas e, por se tratarem de compostos cujas caracterizagdes sao escassas, ainda
nado ha legislacao vigente disponivel para que niveis seguros de emissao no ambiente sejam
regulamentados (Simdes, 2010).

Exemplificando a presenca no ambiente com os farmacos, ja existem diversos
estudos relatando a ocorréncia de uma vasta gama desse grupo de contaminantes (80 a 100) de
diferentes classes (anti-inflamatorios, beta-bloqueadores, anti-epilépticos, os reguladores de
lipideos, antibioticos, etc.) e alguns metabolitos no ambiente de muitos paises. Geralmente,
estas substancias sdo detectadas em esgoto tratado, rios e riachos, dgua do mar, aguas
subterraneas e até mesmo em agua potavel (Fent et al. 2006).

Sodré et al. (2007) examinaram a ocorréncia de 15 compostos emergentes em
aguas superficiais da regido metropolitana de Campinas (SP) e foram detectados: cafeina, di-n-
butilftalato, bisfenol A, 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol, paracetamol e acido acetilsalicilico.
Os autores chamam a atencdo para a necessidade da implantagdo de novas tecnologias nas
estagdes de tratamento de dgua para a eliminagao destes compostos que podem ser transferidos
para a agua potavel.

Marcadamente nas duas ultimas décadas, houve aumento da preocupagdo na
comunidade cientifica e na atengcdo da midia no que tange aos efeitos perigosos que podem ser
causados ao sistema enddcrino tanto de humanos como de animais. E, certamente, o maior
problema relacionado a emissdo dos compostos emergentes no ambiente ¢ a desregulagdo
endocrina causada por muitos deles (naturais ou sintéticos) em organismos aquaticos. Os
desreguladores enddcrinos sdo substancias capazes de interferir direta ou indiretamente no
sistema enddcrino dos organismos podendo afetar a saude, o crescimento e a reproducao (Bila
& Dezotti, 2007). Em fases iniciais do desenvolvimento embriondrio animal os desreguladores

endocrinos podem ser prejudiciais acumulando-se no tecido adiposo, atravessando a placenta
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ou, no caso dos mamiferos, podem ser transferidos por meio da amamentacao (Duarte, 2008).
Quando ocorre exposi¢do nestas fases precoces do desenvolvimento as conseqiiéncias podem
ser evidenciadas na fase adulta, principalmente com surgimento de problemas no sistema
reprodutor.

Bila et al. (2007) destacam entre os interferentes endocrinos substancias sintéticas
(alquilfenois, pesticidas, ftalatos, bifenilas policloradas, bisfenol A, 17a- etinilestradiol, entre
outras) e substancias naturais (17p-estradiol, estrona e fitoestrogénios) e alertam para o fato de
que podem ser deletérias em concentracdes da ordem de ng/L. Estes compostos agem de
formas variadas: mimetizando hormonios endogenos, sendo antagonistas destes, alterando seu
padrao de sintese ou modificando o nivel de seus receptores atrapalhando, assim, o
funcionamento normal do sistema endocrino e neuroenddcrino (Sonnenschein & Soto, 1998).

Os fatos que levaram ao "descobrimento" dos desreguladores endocrinos como
potencialmente nocivos sao descritos em trabalhos que se tornaram verdadeiros classicos para
que fosse tracado o historico desta problematica ambiental. Talvez o exemplo mais
emblematico seja o enorme dano causado por um estrogénio sintético chamado
Dietilestilbestrol (DES) receitado para mais de 5 milhdes de gestantes entre os anos 1950 e
1970 com a finalidade de prevenir abortos e complicacdes na gravidez. Apos transcorridas
décadas ¢ que foi constatada uma série de problemas com a prole das mulheres que fizeram uso
deste medicamento como cancer da vagina, deformacdo no utero, infertilidade nas filhas, e
criptoquirdia nos filhos. Também foi observado crescimento nas mamas em homens que
trabalharam na fabrica de DES. O medicamento foi banido para essa finalidade por se tratar de
uma substancia altamente estrogénica mas as conseqiiéncias desastrosas de seu uso podem ser
observadas até os dias de hoje (Colborn et al. 1993; Markey et al. 2003; Olea et al. 2002).

Desta vez na vida selvagem, um classico exemplo de efeitos fisioldgicos e

ecologicos causados por interferentes enddcrinos ocorreu com crocodilos do lago Apokpa na
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Califérnia-EUA e foi documentado por Guillette Jr et al. (1994). Amplamente citado, o estudo
chamou a atengdo para o declinio da populagdo de crocodilos associado a uma série de
anomalias possivelmente causadas pelo vazamento de uma mistura de pesticidas (DDT e DDE)
em 1980. Os autores observaram que as fémeas exibiam uma morfologia anormal nos ovarios,
diminuicdo da capacidade de chocar os ovos, € os machos apresentaram um decréscimo
significativo de niveis plasmaticos de testosterona além da diminui¢cao do tamanho do pénis.

Outro caso de interferéncia endocrina causada pela contaminagao ambiental que
se tornou famoso em todo o mundo foi o da inequivoca relagdo estabelecida entre a agao do
tributilestanho (TBT) utilizado em tintas anti-incrustantes para cascos de navios € o
aparecimento de uma anomalia sexual em moluscos gastropodes. O fendmeno conhecido como
imposex consiste na indu¢do de um hermafroditismo nas fémeas fazendo com que elas
desenvolvam orgaos reprodutores masculinos e, conseqiientemente, levando a espécie a um
declinio populacional. As observagdes feitas em campo foram reproduzidas em condigdes
controladas no laboratorio levando a conclusdao de que ha, de fato, um mecanismo de causa e
efeito entre TBT e imposex. Apos a proibigao do uso de TBT pdde-se observar a reducao de
suas concentragdes no ambiente assim como um decréscimo na incidéncia de imposex
(Fernandez et al. 2002; WHO, 2002).

Os dois ultimos casos supracitados, dos crocodilos do Lago Apokpa e do imposex
causado pelo TBT, sdo exemplos de casos de contaminacao por desreguladores enddcrinos que
culminaram em sérias consequéncias ecoldgicas locais para as espécies atingidas. Existe hoje
uma necessidade vital em se compreender e investigar os mecanismos de causa e efeito
envolvidos na desregulacdo endocrina para que seja possivel estabelecer o potencial de
interferéncia em niveis de organizagdo bioldgica mais altos que o do individuo. Para isso,
Taylor et al. (1999) recomendam o uso de estudos semicontrolados em campo ou mesocosmos

seguidos de modelos disponiveis em computador que possam interpretar os dados de
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laboratorio e campo e extrapolar para as populagdes.

Notadamente nos ultimos anos, o tema da desregulacao endocrina vem ganhando
maior aten¢do por parte dos drgaos ambientais, obtendo cada vez mais espago na producdo de
conhecimento cientifico e na midia em geral. Observando-se os dados disponiveis no Web of
Science®, ¢ possivel notar o crescimento do numero de publicacdes ao longo das duas ltimas
décadas, apds busca pelo topico endocrine disruptors. Na Figura 2 pode-e observar o resultado

desta busca em forma de grafico, além do refinamento de resultados com o tdpico
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Figura 2. Resultado de busca textual no banco de dados Web of Science® com relacdo a quantidade de
publicagdes ao longo dos anos, desde 1994 a 2013. Topico pesquisado: enddcrine disruptors, e apds refinamento
de resultados com o topico fish. (Fonte: Web of Science, acessado em 26 de junho de 2013.
http://apps.webofknowledge.com/CitationReport.do).

1.3. Estrogénios ambientais

Como afirmado por Ghiselli e Jardim (2007), as substancias que geram efeitos
femininos sao conhecidas como estrogénicas e ha inimeros estudos que atestam a ocorréncia
destas em concentracdes toxicologicamente relevantes em ambientes aquaticos (Matozzo ef al.,

2008). Bila e Dezotti (2007) definem uma substancia estrogénica como uma "substancia cujo
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efeito se da através do receptor de estrogé€nio, iniciando uma cascata de efeitos especificos no
tecido ou na célula similar aos iniciados pelo 17B-estradiol".

Os estrogé€nios sdo compostos que participam da reproducao, tanto em machos
quanto em fémeas, atuando como mensageiros quimicos. Sao hormoénios predominantemente
femininos, sendo o 17-estradiol (E2) o mais importante. Sabe-se que o E2 serve de molde para
sintese de outros hormonios como os sintéticos (Froehner et al. 2012).

De modo geral, a excre¢do tanto de humanos quanto de animais consiste na
principal fonte de compostos estrogénicos no ambiente. O fato de os receptores de estrogeno
terem uma especificidade relativamente baixa facilita a acdo oportunista dos xenoestrogénios
(Matozzo et al. 2008).

Como estabelecido entre os estudiosos do tema, o maior aporte de substancias
estrogénicas no ambiente se da pelos esgotos domésticos, principalmente com a excrecdo dos
compostos, endogenos ou nao, utilizados na fabricagdao de pilulas contraceptivas como o 17-
estradiol, 17a- etinilestradiol (Figura 3), estriol e estrona (Bila & Dezotti, 2007). E como bem
aponta Witosrch (2002), os estimulos provocados por horménios dependem de quantidades
absolutamente diminutas destes fazendo com que baixissimas concentragdes ambientais ja se

tornem potencialmente perigosas.

17B-estradiol 17a- etinilestradiol

Figura 3. Representagdo das estruturas moleculares dos hormoénios femininos: 17f-estradiol (natural) e 170-
etinilestradiol (sintético).
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Estes compostos sdo excretados diariamente, principalmente nas grandes cidades,
em quantidades variaveis. Bila e Dezotti (2007) apresentam em sua revisao uma estimativa da

excregao diaria (pg) per capita de estrogéneos que pode ser observada na Tabela 2.

Tabela 2. Estimativa da excregdo didria (ug) per capita de estrogénios.

Categoria estrona 17 B- estriol 17 o-
estradiol etinil-
estradiol
Homens 3,9 1,6 1,5 -
Mulheres menstruando 8 3,5 48 -
Mulheres na menopausa 4 2,3 1 -
Mulheres gravidas 600 259 6.000 -
Mulheres - - - 35

*Fonte: adaptado do trabalho de Bila e Dezotti (2007)

As autoras também apontam em sua revisdo que ainda que os seres do sexo
masculino excretem estes compostos em forma de compostos conjugados nao ativos, eles
podem ser encontrados em efluentes na forma ativa, dando indica¢des de que a ativagao pode
ocorrer durante os processos de tratamento.

Como revisado por Porte et al. (2006), a natureza lipofilica e persistente dos
xenoestrogenos bem como dos seus metabolitos pode fazer com que sejam bioacumulados e
biomagnificados em diferentes compartimentos ambientais € nos proprios tecidos dos
organismos. O comportamento estavel no ambiente deve-se ao fato de serem geralmente
liberados como conjugados inativos (Froehner ef al. 2012).

Nesse contexto, ha uma evidente necessidade de se desenvolver estudos focados
ndo s6 em quantificagdes destes contaminantes estrogénicos no ambiente, mas também dos
efeitos potenciais deles nos mais diversos ecossistemas. A urgéncia em se caracterizar niveis

possiveis de emissdes, encontrar solucdes para remog¢do destas substancias dos efluentes e



37

detectar tais compostos em dguas para abastecimento tem gerado uma demanda por modelos
biologicos eficientes tanto in vivo quanto in vitro. Com efeito, Orgdos ambientais
governamentais ou nao-governamentais em todo o mundo estdo empenhados em desenvolver
programas, projetos, padronizagdes e trocas de informagdes no que concerne aos estudos com
desreguladores enddcrinos (Ex: US-Environmental Protection Angency, Woulrd Health
Organization, Organization for Economic Co-operation and Development, Europe Union,

International Programme on Chemical Safety, dentre outros).

1.4. Feminizacio em peixes

Assim como nos humanos, o sistema endocrino dos peixes ¢ formado pela
presenca de varias glandulas distribuidas ao longo do corpo secretando hormdnios especificos
de forma a controlar uma vasta gama de processos biologicos (Figura 4) (Pait & Nelson, 2002).
Os hormonios sintetizados pelo hipotalamo e hipofise também controlam as fungdes
fisiologicas de outras glandulas, como a tiredide e as gonadas, em um complexo controle
neuroenddcrino. O eixo hipotdlamo-hipofisario-gonadal coordena uma série de eventos
reprodutivos em peixes teledsteos, desde o desenvolvimento dos tecidos gonadais até a
fertilizacdo de gametas maduros (Thomas, 2008).

A maioria dos dados disponiveis na literatura acerca dos efeitos biologicos de
contaminantes desreguladores enddcrinos e seus mecanismos de agdo em organismos marinhos
advém dos estudos com vertebrados (Porte et al. 2006). Dentre estes, o grupo dos peixes tem
sido majoritariamente pesquisado por apresentar certas vantagens como abundancia, facilidade
de coleta e, principalmente, similaridade com o sistema endocrino humano (Okoumassoun et

al. 2002; Pait & Nelson, 2002; Thomas, 2008).
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Figura 4. Representagdo esquematica do sistema enddcrino em humanos adaptada de Ghiselli e Jardim (2007) e
de um peixe teledsteo tipico (Pait e Nelson, 2002).

E sabido que muitos interferentes enddcrinos agem por competi¢do com os
hormonios endogenos pelos receptores celulares podendo resultar em efeitos de feminizacao ou
masculinizagdo do organismo (Ghiselli & Jardim, 2007). O fendmeno da feminizagao,
particularmente, vem sendo cada vez mais reportado em populagdes de peixes de varios
ambientes marinhos e dulcicolas por todo o planeta e ocorre quando os compostos estrogénicos
desencadeiam respostas femininas em machos podendo limitar a capacidade reprodutiva destes
organismos. (Roepke et al. 2005). Os estudos em que se aborda o efeito de hormdnios naturais
ou sintéticos em peixes vém sendo desenvolvidos, como ja visto, ha décadas. Apoés um
minucioso levantamento bibliografico, ¢ possivel citar aqui algumas das espécies mais
utilizadas em tais estudos. Sdo elas: halibut (Paralicthys olivaceus), carpa (Cyprinus carpio),
three spined stickeback (Gasterosteus aculeatus), peixe-zebra (Danio rerio), truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), fathead minnow (Pimepheles promelas), roach (Rutilus rutilus),
peixinho-dourado (Carassius carassius), medaka (Oryzias latipes) e killifish (Fundulus
heteroclitus), dentre outros (Metcalf et al. 2010; Scholz & Kliiver, 2009).

A técnica de induzir a feminizagdo ou masculinizagao em estoques de aqiiicultura
através da exposi¢do a hormonios esteroides ou andlogos sintéticos ja € conhecida ha décadas e

tem sido bastante utilizada para fins comerciais. Sabe-se que o uso destes hormdnios pode
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maximizar o crescimento corporeo em vdarias espécies de peixes cultivados (Devlin &
Nagahama, 2002; Nagahama, 2000). No entanto, quando o fendmeno ocorre no ambiente de
forma descontrolada, ele pode afetar a capacidade reprodutiva e gerar sérias conseqii€ncias
ecologicas. Segundo Leatherland (2010), as espécies de peixe que correm maiores riscos em
nivel de populagdo sdo aquelas que possuem vida curta e estratégias reprodutivas que envolvem
comportamentos sincronizados entre pares de macho e fémea.

Alguns fatores podem influenciar o fendmeno da feminizacdo em peixes, entre
eles, a idade do individuo. Peixes em estagios iniciais de vida aparentam ser mais sensiveis,
porém, varios estudos indicam que alteragdes também podem ser induzidas em animais que
foram expostos a altas concentracdes de estrogénios/androgénios (Leatherland, 2010). Jobling e
Tyler (2003) afirmam que os casos mais severos de intersexualidade estdo geralmente
relacionados a longos periodos de exposi¢ao a poluicdo e, conseqlientemente, em animais de
mais idade. Intersexualidades gonadais sdo consideradas normais em espécies de peixe que
apresentam hermafroditismo por toda a vida ou em alguma fase dela. Contudo, sao
consideradas aberragdes quando ocorrem na diferenciacdo gonadal de espécies gonocoristas

(Leatherland, 2010; Yamazaki, 1983).

1.5. Biomarcadores de feminizacao

Os estudos de desregulacao endocrina em peixes vém sendo conduzidos fazendo-
se uso de certos biomarcadores que se consolidaram e mostraram-se boas ferramentas para
analises pontuais ou monitoramentos ao longo do tempo. Foi a partir dos esfor¢os empregados
em se desenvolver técnicas seguras, rapidas e eficientes de investigagao acerca da interferéncia
de contaminantes no equilibrio endocrino que se estabeleceram estes indicadores. Aqui

trataremos da deteccao/quantificacdo de vitelogeninas, histopatologia de gdénadas e indices
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corporais uma vez que foram escolhidos como parametros analisados no presente trabalho.

Em organismos oviparos, o grupo das fosfolipoglicoproteinas chamadas
vitelogeninas (VTG) sdo precursoras do vitelo do ovo e sdo sintetizadas por fémeas maduras
em resposta a estrogénios enddgenos (normalmente, o estradiol) (Cheek et al. 2001; Roubal et
al. 2003; USEPA, 2003). Apo6s a sua sintese, que ocorre no figado, sdo transportadas pela
corrente sanguinea até a incorporagdo nos ovocitos (ovario) onde desencadeardo as reagdes
para formacgdo de vitelo (Roy et al. 2004). As vitelogeninas possuem papel critico para o
sucesso reprodutivo de espécies oviparas, pois servirdo de reserva energética durante todo o
desenvolvimento embrionario (Roubal et al. 2003).

Os peixes em estdgio juvenil e os machos possuem o gene para sintese de
vitelogenina, porém na forma reprimida. Assim, no plasma sanguineo de organismos machos e
juvenis a proteina ndo deveria ser detectada, a ndo ser que tenham sido expostos a
xenoestrogénios os quais sdo capazes de ativar estes genes. Por causa da associagdo especifica
entre a sintese de VTG e a estimulagdo por estrégenos, a analise da presenca desta proteina no
plasma de juvenis e machos tem sido utilizada em todo o mundo como um bom biomarcador
para a avaliagdo da estrogenicidade de varios contaminantes em peixes (Cheek et al. 2001;
Matozzo e Marin, 2008; Roubal et al. 2003; Roy et al. 2004; USEPA, 2003). Na Figura 5
(Tyler et al. 2008) ¢ possivel visualizar um esquema da vitelogénese em peixes estimulada
tanto naturalmente quanto exogenamente.

Os mais comuns dentre os diferentes métodos disponiveis para deteccao e/ou
mensuracdo de VTG em peixes sdo o imunoensaio ELISA (enzyme-linked immunosorbant
assays), cromatografia GC-MS (cromatografia gasosa — espectrometria de massas), deteccao
por Western blotting ou por mRNA. A matriz bioldégica mais comumente utilizada em tais
analises ¢ o plasma sanguineo, apesar de também se utilizar homogenatos do corpo inteiro no

caso de animais muito pequenos (Cheek et al. 2001; Vazquez et al. 2009; USEPA, 2003). O
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muco corpdreo também ja foi validado para analise de VTG com sucesso e mostrou-se uma boa

alternativa de coleta nao invasiva (Vazquez et al. 2009).

Sinais Céreb
. . — érebro
Ambientais |
Hipotalamo
| & Estrogénio
o PR i exogeno
Pituitaria o
Estrogénio _ - *"™~.
exbgeno =77 —

Vitelogenin ==

!mgm-

Estrogénio
endogeno

Figura 5. Representacdo esquematica da vitelogénese em peixes, onde a linha cheia representa a via normal de
inducdo vitelogenina na fémea e as linhas tracejadas mostram as vias de exposi¢do a estrogé€nios exogenos. O
estrogénio endégeno ¢é produzido pelo ovario sob a estimulagdo dos horménios foliculo-estimulante e luteinizante
(FSH / LH), passa para a circulagdo e induz a sintese de vitelogenina no figado. A vitelogenina entdo passa para a
circulagdo e ¢ incorporada pelos obcitos em desenvolvimento ¢ armazenadas, como vitelo, nos embrides. O
estrogénio exdgeno pode ser incorporado por via oral e/ou através da branquia e/ou a superficie da pele. Em peixes
machos expostos, a vitelogenina se acumula no plasma (Tyler et al. 2008).

As respostas obtidas com dosagem de VTG servem tanto para investigar se
substancias suspeitas tém, de fato, potencial estrogénico quanto para estabelecer “rankings” de
estrogenicidade entre elas (Gimeno ef al. 1998). E mais, geram dados que podem ser integrados
com outras analises permitindo que se estabelecam andlises de risco de uma determinada
substancia ou ambiente.

As classicas e bem consolidadas técnicas em histopatologia sdo ferramentas uteis
na Ecotoxicologia e, mais especificamente, como biomarcadores em estudos de desregulagao
endocrina. Por meio da visualizagdo microscopica de estruturas reprodutivas dos organismos ¢
possivel detectar sinais conclusivos de desordem enddcrina que, geralmente, podem ser
diretamente relacionados com exposicao a hormonios estrogénicos, androgénicos, substancias

antagonistas ou mimetizantes (Leatherland, 2010).
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Os compostos quimicos com atividade hormonal sao considerados causa principal
da ocorréncia fora das freqliéncias normais de aberracdes gonadais em peixes selvagens
(Scholz & Kliiver, 2009). Estas anomalias causadas no sistema reprodutivo de peixes por
interferentes endocrinos sao estudadas tendo diversas espécies como modelo (Bila & Dezotti,
2007). Defeitos histologicos associados a poluentes com agao endocrina descritos na literatura
incluem: atresia de ovocitos em fémeas; fibrose em testiculos (Leatherland, 2010);
vacuolizacao, redu¢ao do diametro dos tibulos seminiferos, atrofia do epitélio germinativo
(Douxfils et al. 2007; Gimeno et al. 1998); presenca de ovocitos em testiculos (Figura 6) (Diniz
et al. 2010; Geraudie et al. 2011) dentre outros. As andlises histologicas podem contribuir
enormemente para a avaliacdo da significancia ecotoxicologica de outros biomarcadores (ex.

bioquimicos) (van der Oost et al. 2003).

Figura 6. Em A: Fenoétipo de intersex com a presenca de ovocitos (00) no tecido testicular preenchido com
spermatogonias (Spg) do trabalho de Geraudie et al. (2011); Em B: Presen¢a de ovo-testis com um grande ovoécito
localizado entre espermatozdides e espermatogdnias (Diniz ef al. 2010).

Associado as averiguacdes histoldgicas, o indice gonado-somatico (IGS) ¢é
também bastante utilizado como biomarcador de exposi¢do de organismos aquaticos a
estrogénios ambientais ¢ baseia-se na relacao entre o peso das gonadas com relagdo ao peso do
corpo (Carballo ef al. 2005; Hirai et al. 2006; Panter et al. 2006). Alguns pesquisadores
também utilizam o indice hepato-somatico (IHS) encontrando (ou nao) diferengas significativas

da relacdo em animais de diferentes tratamentos (Christiansen et al. 1998; Diniz et al. 2005;
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Diniz et al. 2010; Rasmussen & Korsgaard, 2004) ou pontos de coleta (Prado ef al. 2011).

Além dos marcadores supracitados (tidos como principais), € comum encontrar
outros tipos em avaliacdes de quimicos e monitoramentos ambientais. A aromatase, por
exemplo, ¢ uma enzima pertencente a superfamilia do citocromo P450 e tem sido escolhida
como biomarcador para estudos de desregulagao endocrina em peixes. Tem papel fundamental
na conversao irreversivel de hormonios androgénios (ex. testosterona) em estrogénios (ex. 17-
B- estradiol) (Geraudie et al. 2011; Hinfray et al. 2010). Isso significa que uma atividade
exagerada da enzima pode resultar em efeitos estrogénicos (Cantonnet et al. 2011; Evans,
2007) e, por conta desta caracteristica, passou a ser medida para fins de correlagdo com a
estrogenicidade do meio ou de algum composto. E vasta a gama de autores que utilizaram a
medicdo da atividade da aromatase com este intuito, dentre eles pode-se citar: Douxfils et al.
(2007) e Hinfray et al. (2010). Além da atividade da aromatase, pode-se citar a medi¢ao de
oscilagdes nos niveis de hormoénios esterodides (Geraudie et al. 2010; Solé et al. 2003a e
2003b); deteccao imuno-histoquimica (Pinto et al. 2009; Stoker et al. 2008); inviabilidade dos
gametas (Porte et al. 2006); sucesso na eclosdao dos ovos (Panter et al. 2006); comportamento
reprodutivo (Douxfils et al. 2007; Toft & Baatrup, 2001 e 2003); dentre outros.

A grosso modo, em se tratando de feminizacdo em peixes, quando as alteragdes
biologicas alcancam niveis tanto fisiologicos quanto morfoldgicos tém-se um indicativo de
danos irreversiveis (van der Oost ef al. 2003). Também por isso, ¢ importante notar que os
efeitos nefastos oriundos da exposicao de peixes a contaminantes desreguladores endocrinos
nem sempre podem ser acessados utilizando-se apenas um tipo de biomarcador. Qualquer
proposta para um estudo ambientalmente relevante e robusto deve envolver um esforgo
integrativo de medigdes e analises para que os possiveis danos sejam detectados em diferentes
niveis de organizagdo bioldgica. Por isso, ¢ sempre recomendado o uso de mais de um tipo de

biomarcador em qualquer estudo.
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1.6. Status dos estudos em desregulacdo enddécrina no Brasil

A costa brasileira ¢ ocupada por uma parcela significativa da populagao, pois,
além da tendéncia mundial em se habitar faixas proximas ao litoral (SCBD, 2012), os
acontecimentos historicos que envolvem a ocupagdo do nosso pais favoreceu este fendmeno.
De acordo com o censo demografico realizado pelo IBGE em 2010, cerca de 25,58% da
populagdo brasileira ocupam a zona costeira € a maioria destas pessoas exerce atividades
relacionadas principalmente a pesca, ao turismo ou exploragdo de combustiveis (Brasil, 2011).
Diretamente atrelados a esta tendéncia de migra¢dao para grandes cidades litoraneas estao os
problemas gerados pela poluicao aquatica, tanto de origem doméstica quanto industrial, sendo
esta ultima devida, principalmente, ao crescimento desenfreado das demandas por bens de
consumo.

Por j4 se saber que os esgotos domésticos consistem na principal fonte de
compostos estrogénicos para o ambiente, a caréncia de instalagcdes adequadas para sua coleta,
tratamento e deposi¢cdo na maioria das cidades da zona costeira brasileira torna-se ainda mais
preocupante (Abessa et al. 2005). Apesar de todas as opgdes existentes atualmente para um
tratamento adequado de &guas residuarias domésticas e industriais, o que se nota no Brasil ¢
uma realidade bastante diferente, pois, geralmente, os esgotos sao langcados aos corpos hidricos
receptores passando apenas por etapas preliminares e secundarias. Etapas estas que,
geralmente, nao sdo eficientes na retirada ou inativagdo de compostos desreguladores
endocrinos dos efluentes (Bila & Dezotti, 2007). Ha que se alertar que a situa¢ao pode ser ainda
pior do que se estima ao levarmos em consideracdo a enorme quantidade de langamentos
clandestinos em corpos d’adgua espalhados por todo o pais totalmente alheios a qualquer
fiscalizacdo ou acompanhamento dos 6rgaos competentes.

Em sua revisdo sobre este tema, as pesquisadoras Bila e Dezotti, (2007) alertam
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para o fato de que em meio as toneladas de substancias lancadas anualmente no ambiente, uma
quantidade consideravel consiste em desreguladores enddcrinos. Em termos de
regulamentagdo, o Brasil ainda anda a passos lentos quando se trata destes compostos € mais
especificamente aos problemas com hormoénios esterdides no ambiente. O Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA) lancou recentemente um apanhado com todas as resolugdes
vigentes publicadas entre setembro de 1984 e janeiro de 2012. Dentre as resolugdes, a de n°
430, de 13 de maio de 2011 que complementa e altera a Resolugdo no 357/2005, dispde sobre
as condigdes e padroes de langamento de efluentes e ndo ¢ feita nenhuma mengao a qualquer
tipo de monitoramento de hormonios esterdides sintéticos ou naturais (Brasil, 2012). Apesar de
0 parametro ndo ser plenamente legislavel uma vez que nao ha limites seguros permissiveis, ¢
mais que urgente a implementacao de técnicas de deteccdo e tratamento que atenuem ou
mesmo resolvam o problema o que ja ¢ realidade em muitos paises da Europa e deveria ser
tratada com mais cuidado por nossos governantes.

No que concerne a produgdo cientifica, o tema desregulagdo endocrina ainda ¢
abordado de forma bastante incipiente no Brasil. Porém, ha um niimero relativamente crescente
de pesquisadores brasileiros realizando estudos com esta classe de compostos. Notadamente,
tais pesquisadores encontram-se bastante concentrados na regiao sudeste e sul do Brasil.

Em 2007 foram publicadas (em portugués) duas revisdes abordando o tema, sob
autoria de Ghiselli e Jardim (2007) e Bila e Dezotti (2007). Na area do saneamento ambiental e
tratamento de residuos, t€ém-se como exemplo os estudos acerca de remocgao de estrogénios e
xenoestrogénios realizados por Bila et al. (2007) e Maniero et al. (2008) utilizando ozonizagao
e Pereira et al. (2011) que langaram mao de processos de desinfec¢do na remogdao dos
compostos. Ainda citando trabalhos ligados ao tratamento de efluentes, Esplugas et al. (2007)
revisaram a ozonizagdo e técnicas avancadas de oxidacdo para remover desreguladores

endocrinos, produtos farmacéuticos e de higiene pessoal em residuos aquaticos.
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Investigacdes sobre a ocorréncia de estrogénios no ambiente foram realizadas por
Kuster et al. (2009) em aguas superficiais do Rio de Janeiro, por Sodré ef al. (2010) no Rio
Atibaia (Sao Paulo) e Froehnner ef al. (2012) em sedimentos de mangues da Bahia, Parana e
Santa Catarina. Além destas detec¢des ambientais, Verbinnen ¢ Nunes (2010) determinaram
recentemente a quantidade de hormonios em agua potavel.

A escassez de trabalhos a respeito deste tipo de contaminagao se agrava quando se
trata de dados sobre os efeitos toxicos na biota e, mais especificamente, de efeitos enddcrinos
em peixes. Prado et al. (2011) utilizaram uma série de biomarcadores para analisar indicadores
de saude e reproducao no lambari Astyanax fasciatus coletados no reservatorio de Furnas, em
Minas Gerais. Foram encontrados sinais de feminizacdo e intersex em peixes coletados em
pontos a jusante das descargas municipais, o que evidencia contaminagdo por xenoestrogénios.
Os autores chamam atencao para a evidéncia de desregulagao enddcrina em peixes de Furnas e
possivel risco para a saide humana e da fauna.

No trabalho de Moura Costa et al. (2010), peixes machos da espécie Rhamdia
quelen tiveram feminizagao induzida por 17-f-estradiol para que fossem conhecidos os efeitos
fisiologicos dose-dependentes da exposicdo. Além de biomarcadores bioquimicos (VTG, SOD,
CAT, GST, GPx, GSH), foram verificados danos de DNA e anomalias histoldgicas. Alguns dos
resultados obtidos pelos autores foram: aumento na expressdo de vitelogenina em machos
expostos ao hormoénio feminino e danos no figado.

Possivelmente, um dos maiores desafios encontrados pelos pesquisadores
dispostos a desbravar o campo da feminizacdo de peixes no Brasil ¢ a dificuldade em se
comparar os resultados encontrados nos nossos modelos bioldgicos tropicais com a vasta gama
de organismos de locais temperados que ja vém sendo estudados ha décadas. Atualmente,
varias espécies de peixes estdo validadas como modelos bioldgicos para o estudo de

desregulagdo endocrina em muitos paises, tendo protocolos de procedimentos e respostas bem
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estabelecidos e consolidados (OECD, 1999), mas a maioria destas espécies ndo ¢ encontrada
aqui no Brasil e principalmente nas aguas quentes da Regiao Nordeste. Costa (2006) alerta para
a necessidade de se gerar dados com espécies nativas que possam auxiliar nas discussdes para
tomada de decisoes do pais.

Sendo assim, sabendo-se da importancia que o grupo dos peixes representa nas
diversas teias troficas, inclusive servindo de alimento para o homem, ¢ imperativo o esfor¢o em
se caracterizar estes efeitos nos peixes tropicais para que sejam utilizados como modelo em

monitoramentos ambientais.

Baseado no exposto, o baiacu S. festudineus foi escolhido como modelo neste
trabalho para que suas respostas a parametros comumente utilizados em estudos de
desregulagdo endocrina sejam caracterizadas. Trata-se de um esfor¢o em fase preliminar com
o intento maior de que, futuramente, se possa utiliza-lo como espécie sentinela e emprega-lo

no monitoramento da poluig¢do por desreguladores endocrinos em estuarios brasileiros.



48

2. OBJETIVOS

Em virtude da caréncia no Brasil (principalmente no Nordeste) de estudos ligados
a tematica da desregulacdao enddcrina, aliada a necessidade de padronizagdo de modelos que
possibilitem o inicio deste tipo de estudo em nossos corpos d’agua, esta etapa do trabalho teve

como principais objetivos:

*Objetivo 1: Avaliar a resposta do baiacu Sphoeroides testudineus a exposicdo ao hormonio
feminino 17 B-Estradiol (E2) em condi¢des laboratoriais por meio de dados biométricos, dos

biomarcadores VTG, IGS, IHS e histopatologia de gonadas e figado;

*Objetivo 2: Avaliagdo/validacdo da espécie para estudos de desregulagdo endocrina

posteriores;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta dos peixes (organismo-teste)

Em um periodo de nove meses compreendido entre o més de maio de 2011 e
fevereiro de 2012 foram coletados todos os exemplares de Sphoeroides testudineus utilizados
nesta etapa experimental do trabalho, perfazendo um total de 54 peixes. Este trabalho foi
realizado com autorizacdo prévia do Instituto Chico Mendes de Conservagao da

Biodiversidade (ICMBio), por meio do SISBIO (Autorizagdo de nimero: 24449-1).

3.1.1. Ponto de coleta e variaveis fisico-quimicas

Todos os espécimes foram coletados num mesmo ponto do estudrio do Rio Pacoti,
localizado no estado do Ceard, Brasil. O ponto esta localizado na foz do rio, proximo a Praia
da Abreulandia sob as seguintes coordenadas: 3°49'04,51"S; 38°24'35,54"0 (Figura 7).

As determinagdes fisico-quimicas basicas na agua do estuario foram feitas no
ponto de coleta por 3 dias de amostragem, em conjunto com outro trabalho do grupo e destes
foi calculada uma média sendo: oxigénio dissolvido de 7,02mg/L; pH 7,87; temperatura

28,8°C e salinidade 36.

Figura 7. Ponto de coleta no estuario do Rio Pacoti (foz 3 © 49 '04,51 "S; 38 © 24' 35,54"); Datum: WGS 84 —
Fonte: Google Earth TM.
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3.1.2. Captura e transporte

Os animais foram coletados com uma tarrafa comum de pesca artesanal, de forma
aleatodria, ou seja, os animais nao foram escolhidos quanto ao tamanho ou aspecto. Uma vez
identificados como sendo da espécie, logo eram transferidos para caixas térmicas contendo
agua do proprio estuario e mantidos sob constante aeragao. Foi garantida a ndo ultrapassagem
de uma densidade maxima de 25 peixes por caixa sendo, assim, transportados até o
laboratdrio cuidadosamente com o minimo de perturbacdes possivel. Ilustragcdes relacionadas

a coleta podem ser visualizadas na Figura 8.

C

Figura 8. Coleta dos espécimes de Sphoeroides testudineus no estuario do Rio Pacoti. (A): Ponto de coleta
localizado & foz do rio; (B e C): coleta por meio de pesca artesanal utilizando-se tarrafa; (D): espécimes de
baiacu recém coletados.

3.1.3. Aclimatacdo

Apo0s a chegada ao laboratério os animais foram individualmente distribuidos nos
aquarios de forma aleatoria e aclimatados as condigdes de cativeiro (25 + 1°C com
fotoperiodo controlado de 12h/12h) por quatro dias antes do inicio do teste. Cada aquéario foi

abastecido com 4L de 4gua do mar adicionada de dgua destilada (salinidade ajustada para 20)
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€ permaneceram continuamente sob aeracao. O oxigénio dissolvido da dgua do mar utilizada
foi mantido em média 6,07 mg/L e o pH manteve-se em média de 7,82. Os peixes foram
alimentados com biomassa de Artemia sp. em dias alternados durante os quatro dias que
precederam o teste e durante sua execucdo. Durante todo o periodo de experimento com

hormodnio feminino foram mantidas as mesmas condi¢des de manutencao acima descritas.

3.2. Exposicio ao 17-f Estradiol por via intraperitoneal

3.2.1. Substdncia e solu¢do estoque

No teste semi-estatico por via intraperitoneal foi preparada uma solucao-estoque
para cada concentragdo fazendo-se uso de 2 e 4mg de 17B-Estradiol (E2) (Sigma-Aldrich)
dissolvidos em 400 uL de 6leo de canola (Qualita). A solugdo foi submetida a sonicagao por
10 min para a obtengdo de maior grau de diluicdo sendo, em seguida, armazenada protegida

da luz em temperatura ambiente.

3.2.2 Grupos experimentais

O desenho experimental consistiu em trés grupos (18 peixes em cada um) sendo:
controle negativo injetado apenas com o veiculo (6leo de canola) e os dois grupos injetados
com E2. As concentracdes testadas foram: 5 ¢ 10mg E2 Kg ' (peso corpéreo). Estas
concentragdes ¢ o tempo de exposicdo foram escolhidos com base em estudos anteriores
realizados com outras espécies (Moura Costa et al. 2010; Schwindt et al. 2007; Guerreiro et
al. 2002) uma vez que nao ha dados disponiveis que envolvam E2 e S. festudineus. Para cada
concentragdo foram testados dois tempos de exposi¢dao que foram 15 e 29 dias, tendo assim o

total de 9 peixes por periodo.
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3.2.3. Administra¢do via intraperitoneal propriamente dita

Antes de qualquer manipulagao, cada peixe foi anestesiado por imersao em Oleo
de cravo (Eugenol - Biodinamica) diluido em metanol e agua do mar (0,04%) durante 1
minuto, ou até percepcao visual do estado de anestesia (Kirschbaum & Assung¢do, 2006). Os
peixes foram anestesiados um a um, pesados e, em seguida, delicadamente injetados na sua
cavidade peritoneal, utilizando-se seringas de ImL, as quantidades do hormoénio feminino
calculadas na hora, de acordo com o peso corporal. Apos a inje¢ao os peixes foram colocados

de volta em seus aquarios para observacao do tempo de retorno.

3.2.4. Condigoes do teste

Foram totalizados 29 dias de teste por eposi¢do via intraperitoneal, sendo os
animais mantidos em caixas plasticas contendo 4 litros de 4gua nas mesmas condicdes ja
descritas na sessdo 3.1.3 Aclimatagdo. Tratando-se de um teste de regime semi-estatico,
houve renovacao total de dgua nos dias alternados aos da alimentagdao. De cada concentragao,
9 peixes foram amostrados 15 dias depois da injecao (inicio do teste) e os 9 restantes foram
injetados novamente com as mesmas doses e amostrados no ultimo dia de teste (29 dias). O
processamento dos peixes serd descrito na sessao 3.3.

A Figura 9 traz fotografias do sistema de aquarios € um resumo das condigdes de

teste.

<

Exposicdo Intraperitoneal

2

*5e 10mg de E2/ Kg
* 18 peixes por concentragao
* 9 peixes por tempo de exposicao

*15 e 29 dias de exposicdo

Figura 9. Resumo das condigdes do teste com estradiol (E2) por via intraperitoneal.
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3.3. Processamento dos peixes

3.3.1. Anestesia

Como descrito em 3.2.3, antes do processamento propriamente dito cada peixe foi
anestesiado por imersdo em 6leo de cravo (Eugenol - Biodinamica) diluido em metanol e agua
do mar (0,04%). Os animais foram submetidos a eutandsia por overdose de anestesia de
acordo com as normas de cuidados no tratamento de peixes descritas em Canada (2005). Todo
o procedimento seguiu principios de €tica e respeito com maximo esforg¢o para aliviar a dor

dos animais sacrificados.

3.3.2. Biometria

Uma vez assegurada a eficiéncia da eutanasia, os animais foram pesados em
balanca analitica (peso total corporeo) e depois tiveram o comprimento padrao (do focinho a
ultima vértebra) mensurado com um paquimetro.

O indice de condicao (IC) dos animais submetidos aos diferentes tratamentos foi
obtido pela férmula descrita por Mezin e Hale (2000), onde IC = W/L?, onde W corresponde

ao peso (g) x 100 e L ao comprimento (cm) elevado a 3" poténcia.

3.3.3. Indices Biométricos
Os Indices Gonado-somatico (IGS) e Hepato-somatico (IHS) baseiam-se na
relagdo em termos percentuais entre o peso do 6rgao (goénada ou figado) e o peso total do

organismo. Para a sua determinagdo foi usada a equagao: (peso do 6rgao / peso total) x 100.

3.3.4. Coleta de sangue
Com auxilio de uma tesoura cirurgica os peixes foram seccionados ventralmente

com incisao a partir do orificio anal. As amostras de sangue foram coletadas por pungao
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cardiaca utilizando-se seringas hipodérmicas de SmL lavadas com anticoagulante (heparina
sodica salina) sendo, na seqiiéncia, transferidas para microtubos mantidos em gelo. Os tubos
contendo sangue foram centrifugados sob a forca de 4000g durante 10 min a 4C. Apds
separacao dos plasmas, foi adicionado individualmente aos mesmos o anti-proteolitico PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride) sob a razao de 10uL para cada ImL de plasma partindo da
solucdo-estoque 10mM previamente preparada (0,0174g de PMSF em 10mL de etanol
absoluto). Os microtubos contendo o plasma foram imediatamente armazenados a -70 © até a

analise de VTG.

3.3.5. Disseccdo

O figado e as gonadas foram retirados pela mesma sec¢ao ventral e pesados em
balanca analitica. Apds a pesagem os orgaos foram imediatamente transferidos para solugao
de Bouin salino onde permaneceram durante 24 horas em temperatura ambiente (25°C) até
serem transferidos para alcool 70% onde foram conservados até o inicio do procedimento
histologico.

Nsa Figura 10 ¢ mostrado um fluxograma das etapas do processamento dos

animais utilizados neste estudo.

3.4. Processo e analise histolégica

O procedimento histoldgico foi realizado baseando-se nos métodos descritos por

Junqueira e Junqueira (1983) com pequenos ajustes de protocolo dos proprios laboratérios nos

quais foi conduzida a etapa histologica do trabalho.
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Figura 10. Representag@o do processamento dos peixes utilizados no experimento. Cada animal foi inicialmente
anestesiado e sacrificado com posteriores medigdes biométricas e retirada de tecidos. O sangue foi
imediatamente centrifugado e armazenado em freezer -70°C enquanto os 6rgaos destinados a histologia foram
fixados.

3.4.1. Processamento histologico

As amostras de figado e gonadas previamente fixados em liquido de Bouin e
conservados em etanol a 70% foram acondicionadas em cassetes pré-codificados. Os cassetes
foram inseridos no processador de tecidos PT 05 (LUPE TEC Tecnologia Aplicada) onde os
tecidos passaram pelas etapas iniciais do processamento histologico, consistindo em:
desidratacao através de uma série de concentragdes crescentes de etanol, 70%, 80%, 95% e
100%; diafanizacio ou clarificacdo em xilol; e impregnacio em parafina liquefeita a 65 °C.

Em um emblocador TEC 2800 (Hestion) os tecidos foram emblocados em
parafina liquefeita para serem posteriormente cortados. Os cortes histologicos foram obtidos
em um micrétomo rotativo RM2125RT (Leica) a Sum de espessura, postos em banho maria
para maior abertura dos tecidos e coletados em laminas de vidro onde permaneceram secando

por 24 h para melhor adesdo dos tecidos a lamina. Estes tecidos receberam coloracdo com
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Hematoxilina-Eosina (HE) para possibilitar a visualizagdo dos mesmos, entdo as laminas
foram montadas utilizando-se laminulas e entelam (MERCK) para posterior visualizagdo em

microscopio Optico.

3.4.2. Visualizacdo e documentacdo
A observacao das secgdes histologicas foi feita por meio de microscopia de luz
(Leica) enquanto a captagao das imagens foi feita com camera digital Power shot S50 (Canon)

acoplada. Foi utilizado o programa Zoom browser EX para fotodocumentagao das imagens.

3.4.3. Andlise qualitativa das laminas

Foi conduzida a analise histologica das gonadas tanto para fins de sexagem dos
animais quanto para, em fémeas maduras, determinar o estadio de maturagdao de acordo com
Vazzoler, 1996. Além disso, foram realizadas avaliagdes comparativas para identificacao de
possiveis aberragdes gonadais que podem estar relacionadas a desregulacao enddcrina. Estas
avaliagOes foram guiadas por Carballo et al. (2005); Cheek et al. (2001); Diniz et al. (2005);
Gimeno et al. (1998); Hashimoto et al. (2003); Jobling et al. (1998); Leino et al. (2005);
Rasmussen & Korsgaard, (2004); Vazquez ef al. (2009); além de outros.

O exame histologico também foi realizado no figado e, para este fim, seguimos as
classificagdoes de condigdes normais e danos hepaticos de Morrison et al. (2006); Newman e
Unger (2003); Oliveira et al. (2012). A situacdo das génadas e do figado dos animais do
controle foi comparada a dos peixes tratados com estradiol a fim de avaliar os efeitos do

hormonio na estrutura dos 6rgaos.
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3.5. Detec¢ao de VTG por Western blotting

A presenca ou auséncia de vitelogenina no plasma dos peixes foi verificada
através do ensaio imunoquimico de Western Blotting adaptado do original descrito por
Towbin et al. (1979). O método consiste em quatro passos definidos onde o produto final ¢ a
formagdo de bandas (ou ndo) de acordo com a proteina que se deseja verificar. Os quatro
passos sdo: quantificacdo de proteinas totais; corrida de eletroforese (SDS-PAGE);
eletrotransferéncia ¢ imunodetecc¢ao.

Dada a indisponibilidade de um anticorpo comercial especifico para o peixe
estudado, optou-se por um do tipo policlonal (Abcam) com capacidade para reconhecer
vitelogenina em 8 espécies diferentes de peixe: salmao (Salmo salar), truta (Salmo trutta),
bacalhau (Gadus morhua), pregado (Scophthalmus maximus), solha (Platichthys flesus),
bodido (Ctenolabrus rupestris), tilapia (Oreochromis niloticus) e peixe-zebra (Danio rerio).
Sendo assim, a detec¢ao de vitelogenina de Sphoeroides testudineus pelo método de Western
Blotting teve que passar por uma fase de testes e padronizagdo. O anticorpo comercial foi

satisfatorio tendo reagido bem com a vitelogenina do baiacu.

3.5.1. Quantificag¢do de proteinas totais

Como pré-requisito fundamental para a execucao do ensaio de western blotting ¢
preciso ter o conhecimento da quantidade de proteinas totais nas amostras. Neste trabalho
seguiu-se 0 método descrito inicialmente por Lowry ef al. (1951), porém com uma série de
adaptacdes, uma vez que foi utilizado o kit DC Protein Assay (BioRad Laboratories) em
microplacas de 96 cavidades. Para a calibragdo foi preparada uma curva padrdo com
concentragdes crescentes de bovine serum albumine (BSA - Sigma) em solu¢do salina que

abrangeu de 0,2 a 2mg/mL (BSA/sol. salina). A propria solugdao salina foi usada como
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"branco" da curva. A leitura das absorbancias realizada em espectrofotometro no
comprimento de onda de 620nm.

A quantidade de proteinas foi obtida plotando-se os valores de absorbancia na
curva de BSA cujos valores da concentracao de proteinas sdo conhecidos. Foi gerada uma
curva a partir de regressao linear feita no programa Excel 2008 (versdao 12.2), sendo os
valores de absorbancia substituidos na equagdo da curva para se identificar as concentragdes

de proteinas das amostras.

3.5.2. Eletroforese (SDS-PAGE)

As proteinas foram separadas com base no peso molecular por eletroforese
vertical em gel de poliacrilamida (8%) descontinuo (Laemmli 1970, com adaptacdes),
também conhecida como SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis). Foram montados os aparatos com capacidade para dois géis no sistema
vertical (Amershan Biosciences, modelo miniVE) com posterior introducdo do gel de
resolugdo (8%) seguido do gel de concentracdo (5%) e tampao de corrida.

As amostras foram diluidas no tampao de amostra contendo Blue Juice 5X
(Invitrogen). Teve-se o cuidado de manté-las em gelo durante qualquer manipulagdo para
reduzir a0 maximo a degradagdo das proteinas. De posse dos valores de proteinas totais, foi
calculado (também em Excel 2008, versdo 12.2) o volume de amostra a ser inoculado para a
corrida a fim de que todos os pogos contivessem a mesma quantidade de proteina. Cada pogo
(linha) do gel de concentragao foi carregado com o volume correspondente a 30pug de proteina
com uma seringa de Hamilton. Em cada gel foi reservado um poco para inoculagdo de soro de
camundongo que serviu como controle negativo. Para o controle positivo utilizou-se o plasma
de outra espécie de peixe, o jundid (Rhamndia quelen) previamente injetado com 17f3-

estradiol e cedido por Daniele Dietrich Moura Costa da Universidade Federal do Parana.
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Foram utilizados padrdes de peso molecular para identificagdo do "tamanho" das proteinas
(Full-Range Rainbow Marker 12 — 225 kDa; GE Healthcare e Kaleidoscope Prestained
Standards 7 — 215 kDa ; BioRad). A corrida aconteceu em temperatura ambiente durante 2

horas sob voltagem de 100 V e amperagem 30 mA.

3.5.3. Eletrotransferéncia

Terminada a corrida, os géis foram retirados do aparato e postos em contato direto
com membranas de PVDF (BioRad: poro de 0,2 um) as quais possuem alta afinidade com
proteinas para que as mesmas pudessem ser transferidas. Os géis e as membranas
(previamente imersas em metanol) foram dispostos entre esponjas e papéis de filtro e
banhadas em tampao proprio para transferéncia com aplicagdo de um campo elétrico pelo
modo de imersao (Amershan Bioscience, blot module para miniVE). A transferéncia se deu a
uma voltagem de 100 V e 300 mA por 2h a 4 °C (fonte elétrica Amershan Biosciences,

modelo ES301).

3.5.4. Imunodetec¢do

Encerrada a transferéncia, as membranas contendo as proteinas transferidas do gel
foram bloqueadas durante 1 h em uma solugdo 5% de NFDM (non-fat dehydrated milk -
Molico, Nestle) em TBS sob agitacdo constante. Apos isto feito, realizou-se lavagem das
membranas em TBS acrescido de tween (TBS-T) durante 10 min repetidos 3 vezes. A
incubagdo das membranas com o anticorpo primario (1:2500) foi feita overnight com diluigao
do mesmo em solugdo 5% de BSA em TBS sob agitacdo constante.

No dia seguinte, apds sucessivas lavagens com TBS-Tween (3 de 10 minutos), as
membranas foram incubadas sob agitagdo durante 2 h com o anticorpo secundario (Anti-

rabbit IgG, Cell Signaling) a 0,0375% diluido em TBS + NFDM. As membranas foram
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submetidas a uma outra rodada de lavagens e, por fim, as bandas foram detectadas por uma
reacdo colorimétrica resultante da exposi¢ao das membranas a uma solucdo de BCIP/NBT
(Perkin Elmer). A reacdo aconteceu sem incidéncia direta de luz e foi interrompida por meio
de banho em dgua destilada. As membranas foram, entdo, acondicionadas entre papéis secos e

posteriormente escaneadas para documentagao.

3.6. Analise dos dados

Os dados serdo apresentados como média e desvio padrao, e foram trabalhados
utilizando-se Excel 2008 and GraphPad Prism 4.0, tanto para analises como para criacao de
gréficos.

Para a avaliacdo da ocorréncia de diferencas significativas, os valores obtidos nos
diferentes tratamentos (controle, E2 5 mg/kg e E2 10 mg/kg) e duragao do tratamento (15 e 29
dias) foram comparados por ANOVA com indice de significincia de 5%. Para a averiguacdo
de diferencas significativas entre 15 e 29 dias de tratamentos, foram comparados os valores

obtidos num mesmo grupo experimental por t-student com nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

O primeiro objetivo deste capitulo foi avaliar a resposta do baiacu Sphoeroides
testudineus a exposi¢ao ao hormoénio feminino 17 B-Estradiol (E2) em condic¢des laboratoriais
por meio de dados biométricos, dos biomarcadores IGS, THS, histologia de gonadas e figado e

deteccao de VTG plasmatica.

4.1. Biometria

A biometria foi realizada a partir da medida do comprimento ¢ do peso dos
animais. Na figura 11 estdo apresentados os valores médios de peso corpéreo de todos os
peixes de acordo com a dose de estradiol e tempo de exposicdo obtidos ao final do
experimento. Quando todos os grupos foram comparados por ANOVA, nao foi observada
diferenca significativa (p > 0,05). Entretanto, observamos que o peso dos animais tratados
durante 29 dias foi sempre menor que dos peixes tratados por 15 dias, e que essa diferenga foi
significativa para o grupo controle quando comparamos os dois tempos de tratamento
(controle 15 dias e controle 29 dias) por t-student (p < 0,05). Deste modo, toda a analise foi
feita entre grupos controle e tratados (5 ¢ 10mg E2 Kg ') de maneira independente para cada
tempo de exposi¢do. Ainda assim, nao observamos diferenca no peso apds exposi¢ao ao
estradiol independente da duracao da exposigao.

Com relagdo ao comprimento padrao, também nao foram observadas diferencas
significativas quando da comparagdo de todos os grupos ou dentro dos diferentes tempos de
tratamento (p > 0,05) (Figura 12). Sendo assim, nao detectou-se nenhum efeito do estradiol

nos animais sujeitos as concentragdes e tempo de exposicao utilizados.
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Peso (g)

15 29 15 29 15 29 Dias
Controle E2 5 mg/kg E2 10 mg/kg

Figura 11. Valores médios obtidos da mensuragdo do peso corporeo de S. testudineus de acordo com a dose de
estradiol e tempo de exposicdo. a, p < 0,05, t-student comparando a durag@o do tratamento entre os grupos de um
mesmo tratamento.

Comprimento (cm)

15 29 15 29 15 29 Dias

Controle E2 5 mg/kg E2 10 mg/kg

Figura 12. Valores médios obtidos da mensuragdo do comprimento padrao de S. testudineus de acordo com a
dose de estradiol e tempo de exposi¢do. a, p < 0,05, t-student comparando a dura¢do do tratamento entre os
grupos de um mesmo tratamento.

Nas comparagdes par a par, apenas o grupo controle 29 dias foi diferente do grupo
controle 15 dias, sugerindo mais uma vez que o crescimento dos animais foi comprometido
pelo método utilizado. No apéndice 1 sdo mostrados os valores de peso para todos os animais

no inicio e no final do experimento.
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Muitos autores utilizam a relacdo entre as medidas de peso corporeo e
comprimento para estabelecer o indice de condicdo, um tipo de parametro que esta
relacionado a saide do organismo. A figura 13 mostra o indice de condi¢ao nos diferentes
grupos experimentais para os dois tempos de exposicao utilizados. Quando todos os grupos
foram comparados por ANOVA, nao foi observada diferenga significativa (p > 0,05).
Entretanto, observamos diferenga significativa para o grupo controle quando comparamos os
dois tempos de tratamento (controle 15 dias e controle 29 dias) por t-student (p < 0,05). Deste
modo, toda a analise foi feita entre grupos controle ¢ tratados (5 ¢ 10mg E2 Kg ') de maneira
independente para cada tempo de exposi¢do. Ainda assim, ndo observamos diferenga apos

exposicao ao estradiol independente da duragao da exposicao.

Y

Indice de condicio (g/cm3)

15 29 15 29 15 29  Dias

Controle E2 5 mg/kg E2 10 mg/kg

Figura 13. Valores médios obtidos do indice de condigdo de S. testudineus de acordo com a dose de estradiol e

tempo de exposi¢do. a, p < 0,05, t-student comparando a duragdo do tratamento entre os grupos de um mesmo
tratamento.

4.2. Avaliacao de efeito nas gonadas

4.2.1. Indice génado-somdtico (IGS)
O IGS ¢ obtido pela relagao do peso da (gonadas / peso corpdreo) x 100, e os

valores de IGS obtidos nos diferentes grupos estd mostrado na figura 14. Nao ocorreram
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diferencas significativas quando comparamos todos os grupos (p > 0,05), ou os grupos de
cada tempo de exposi¢do (15 ou 29 dias) isoladamente (p > 0,05). E vélido notar a grande
variabilidade apresentada (dados mostrados no apéndice 2), ressaltando a influéncia do estado
de maturagdo no peso da génada e, conseqlientemente, no calculo do indice gonado-somatico.
Apesar de ndo existirem diferengas significativas, ha uma clara tendéncia de aumento do IGS

com o aumento da concentragao de hormonio ap6s 29 dias de tratamento.

1GS (%)

15 29 15 29 15 29 Dias
Controle E2 5 mg/kg E2 10 mg/kg

Figura 14. Valores médios do indice gonado-somatico de S. festudineus de acordo com a dose de estradiol e
tempo de exposigao.

4.2.2. Analise histologica das gonadas

Na auséncia de dimorfismo sexual em S. testudineus optou-se pela histologia das
gbonadas para a sexagem dos individuos além da avaliagao de possiveis danos causados pelo
hormonio feminino empregado no experimento.

Macroscopicamente, as gonadas de ambos os géneros apresentaram aparéncia
pareada tendo cada por¢do um aspecto cilindrico. Constatou-se a presenca de 20 fémeas em
todo o experimento. Com exce¢do de uma fémea, todas as outras apresentaram ovocitos pre-
vitelogénicos na maioria pertencentes a fase Il de maturacdo gonadal de acordo com a

classificagdo de Vazzoler (1996). Neste estagio, o ovario ¢ cercado por uma parede delgada e
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estendem-se a partir deste as chamadas dobras ou lamelas ovigeras, que contém os ovocitos,
estes formando o epitélio germinativo. As células germinativas, durante a primeira fase de
desenvolvimento, sdo chamadas oogoOnias e encontram-se na superficie das lamelas. As
oogoOnias sdo arredondadas com nucleo proeminente contendo um nucléolo e pequena
quantidade de citoplasma delgado eosinofilico circundando o nucleo basofilico. As oogonias
ampliam-se e tornam-se odcitos primarios, ou ovocito previtelogenico. Apenas uma fémea
apresentou ovario maduro apresentando lamelas preenchidas com ovocitos vitelogénicos em
fase III. Segundo Vazzoler (1996), neste estagio de desenvolvimento o ovocito ¢ delimitado
pela membrana vitelinica e mais a camada de células foliculares formando o chamado foliculo
ovocitario, unidade fundamental do ovario (Figura 15).

Randomicamente distribuidos entre os tratamentos do teste, 10 machos foram
identificados por histologia. Os testiculos apresentaram-se formando tibulos seminiferos
preenchidos com células germinativas: espermatogonias (esg), espermatocitos (esc),
espermatides (espd) e espermatozoides (espz) (Figura 16). Estas células sdo esféricas e
formam grupos.

Além de machos e fémeas, 23 animais cujas gonadas ndo se encontravam
suficientemente diferenciadas para que pudessem ser classificados foram denominados

indiferenciados (Figura 17).

Em nenhum espécime de nenhum dos tratamentos foram encontradas lesdes ou
anormalidades nas gonadas em nivel microscopico. Todas as estruturas encontraram-se dentro

dos padrdes normais descritos para peixes teledsteos.
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Figura 15. Cortes transversais de gonadas femininas de Sphoeroides testudineus. (A): sec¢do de ovario com
destaque para as lamelas ovigeras (1) (10x); (B) por¢do ampliada mostrando oogonias (0og) e ovocitos pre-
vitelogénicos (opv) (20x); (C) corte de ovario maduro com lamelas preenchidas com ovdcitos vitelogénicos (ov)
(10x) e (D) detalhe dos ovocitos vitelogénicos com evidéncia na membrana vitelinica (mv) e camada de células
foliculares (ccf) (20x).
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Figura 16. Cortes transversais de gonadas masculinas de Sphoeroides testudineus. (A): visao geral do testiculo
com destaque para grande numero de espermatozoéides (nos tons mais fortes de roxo) (20x); (B) por¢do ampliada
mostrando espermatogonias (esg), espermatocitos (esc) e espermatozoides (espz) (100x).
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Figura 17. Cortes transversais de gonadas de exemplares juvenis de Sphoeroides testudineus. (A): visao geral da

gonada indiferenciada (4x); (B) por¢do ampliada em que se evidenciam as células ainda indirefenciadas (ci)
(40x%).

4.3. Avaliacao de efeitos hepaticos

4.3.1. Indice hepato-somdtico (IHS)

O IHS ¢ obtido pela relacdo do (peso do figado / peso corpdreo) x 100, e os
valores de THS obtidos nos diferentes grupos estd mostrado na figura 18. Nao ocorreram
diferencas significativas quando comparamos todos os grupos (p > 0,05), ou os grupos de
cada tempo de exposi¢ao (15 ou 29 dias) isoladamente (p > 0,05). Vale ressaltar que no grupo
controle 29 dias, o IHS foi estatisticamente menor que no grupo controle 15 dias (t-student, p

<0,05), provavelmente devido as alteracdes de crescimento observadas.

4.3.2. Andalise histologica do figado

As amostras de figado examinadas por microscopia de luz revelaram, em geral,
parénquima hepatico de aparéncia normal com a presenga do tecido pancreatico e vasos
sanguineos dispersos entre os hepatocitos. Diferentes niveis de vacuolizagdo citoplasmatica
foram observados em algumas amostras, desde moderadas até vacuolizagdo intensa (Figura
19). Associa-se o processo de vacuolizagdo a reservas lipidicas no tecido hepatico,

caracterizadas principalmente pela falta de coloragdo com hematoxilina/eosina.
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Figura 18. Valores médios do indice hepato-somatico de S. testudineus de acordo com a dose de estradiol e
tempo de exposi¢do. A = diferenca significativa (p < 0,05) t-student comparando a duragdo do tratamento entre
os grupos de um mesmo tratamento.

Além de vacuolizagdo, outras alteragdes foram encontradas, como presenca de

parasitas e areas de necrose (Figura 20). As relagdes entre os danos de figado, concentragdes

de estradiol e tempos de exposicao encontram-se sumarizadas na tabela 3.

Tabela 3. Relacdo entre os danos de figado, concentragdes de estradiol e tempos de exposi¢do. Sendo o simbolo
- a representacdo de auséncia e os niumeros e letras entre ( ) representam o n de peixes onde as altera¢des foram
encontradas seguido do género: fémea (F), macho (M) e indiferenciado (I).

Areas de necrose

an (D

ALTERACAO Controle 5 mg/kg 10 mg/kg
OBSERVADA 15 dias | 29 dias | 15 dias | 29 dias | 15 dias | 29 dias |
(2F) (1F) (1F)
C e (3M) (1F) (3M) (IM)
Vacuoliza¢do intensa (3M) (11) Q1) 3I) (11)
Presencga de parasitas (1IM) 31) (2F) (11)
(1F) (1F)

(1D (1F)
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Figura 19. Secgoes transversais de figado do baiacu Sphoeroides testudineus. (A) e (B): Aparéncia normal do
tecido hepatico com presenga de porgdes de tecido pancreatico (tp) e vasos sanguineos (vs) entre os hepatdcitos

(hpe) (20x); (C) visdo geral de figado com intenso grau de vacuolizagdo citoplasmatica (20x); (D): vacuolos no
detalhe (vcl)(40x).

Figura 20. Secc¢des transversais de figado do baiacu Sphoeroides testudineus. (A): Foco de parasitas (20x); (B):
Area de necrose (40x).
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4.4. Deteccao de vitelogenina (VTG)

A andlise da presenca de vitelogenina no plasma dos animais foi feita pela técnica
de western blot, que consistiu resumidamente na eletroforese da mistura de proteinas seguida
da detecgao por uso de anticorpo especifico para a proteina de interesse e revelagcdo por uso de
anticorpo secundario ligado a fosfatase alcalina. Feita a revelagdo das membranas, houve
formacdo de bandas duplas fortes em uma regido onde se localizam proteinas de peso
molecular de aproximadamente 270 kDa. Na Figura 21 pode ser observado um exemplo de

membrana ilustrativa onde as bandas foram reveladas apds ensaio de WB.

4 . |
‘ i 225KDa

- 150KDa

Figura 21. Exemplo de revelagdo em membrana de western blotting. S: padrdo de peso molecular; C+: controle
positivo com plasma de fémea de Rhamndia quelen em vitelogénese; C-: controle negativo com soro de
camundongo; A: fémea (5 mg/Kg— 29 dias); B: indiferenciado (10 mg/Kg— 29 dias); C: macho (controle — 15
dias); D: fémea (5 mg/Kg — 15 dias); E: macho (10 mg/Kg — 15 dias); F: fémea (controle — 29 dias); G:
indiferenciado (controle — 29 dias). Os numeros com orientacdo vertical representam o peso molecular em
quilodaltons (KDa).

A expressao de VTG foi detectada em machos maduros e juvenis tanto advindos
da exposicdo ao estradiol quanto nos peixes do controle. O resultado total da deteccao de
vitelogenina de acordo com o género dos peixes, concentragdao de estradiol e tempo de
exposi¢do pode ser visualizado na Tabela 4. E importante mencionar que todas as fémeas
confirmadas pela histologia e avaliadas quanto a produg¢do de VTG apresentaram banda
correspondente, como esperado. Por outro lado, 6 dos 10 machos confirmados pela histologia
apresentaram banda para VTG, independente do grupo experimental. Dentre 23 os animais

com gonada indiferenciada, temos banda positiva para VTG em 16.



71

Tabela 4. Deteccdo de vitelogenina por formagdo de bandas de WB de acordo com o género dos peixes,
concentragdo de estradiol ¢ tempo de exposi¢do. A marcagdo em vermelho indica a detec¢do "indevida" de
vitelogenina que, em principio, apenas deveria ser detectada em fémeas. (X: ndo foi possivel a realizacdo de

Género

Indiferenciado

Sim Fémea

Sim Fémea
X Macho X Indiferenciado

Nao Indiferenciado
Nao Macho

Sim Fémea

Sim Fémea
Nao Macho

Macho % Sim Fémea

Fémea

Fémea

Fémea Sim Fémea
Fémea Nao Indiferenciado
Fémea Sim Fémea
Sim Fémea
Indiferenciado Indiferenciado Sim Fémea
Indiferenciado Sim Fémea
Fémea 29 Sim Fémea

G Sim Indiferenciado
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5. DISCUSSAO

A validacao de uma espécie como organismo-modelo para estudos de feminizacao
de campo passa necessariamente por uma etapa experimental em laboratdrio. Isso porque ¢
preciso que se conheca e caracterize as respostas da espécie de forma induzida de acordo com
a metodologia que se pretende utilizar para que depois as respostas encontradas em campo
possam ser comparadas. Com este proposito, inuimeros grupos de pesquisa espalhados pelo
mundo se valeram do hormoénio feminino 17B-estradiol (E2) para desenvolver estas
caracterizagoes. Quer seja utilizando E2 como controle positivo em experimentos
(Christiansen et al. 1998; Coronado et al. 2008; Gimeno et al. 1998; Guerreiro et al. 2002),
ou mesmo empregando-o com o fim de induzir machos a produzirem vitelogeninas para
serem utilizadas nas pesquisas de purificagdo ou produg¢do de anticorpos ou outras
averiguacgoes (Leonardi et al. 2009; Pait & Nelson, 2003; Roubal et al. 1997; Roy et al. 2004;
Schwindt et al. 2007), ou simplesmente para validar uma nova metodologia/espécie (Hirai et
al. 2006; Leino et al. 2005; Leonardi et al. 2009; Moncaut ef al. 2003; Moura Costa ef al.
2010; Toft & Baatrup, 2001; Zlabek et al. 2009).

O baiacu Sphoeroides testudineus foi escolhido como modelo neste trabalho para
que suas respostas aos parametros comumente utilizados em estudos de desregulacdo
enddcrina fossem caracterizadas utilizando-se, para isso, o 17 B-Estradiol. A inteng¢dao por
detras desta investigagcdo preliminar foi a busca por uma espécie sentinela que pudesse ser
empregada no monitoramento da polui¢do por desreguladores endocrinos em estuarios
brasileiros.

Como recomendado por Taylor et al. (1999), para estabelecer a responsividade de
novos organismos sentinela aos desreguladores endocrinos ¢ fundamental que se submeta a

espécie candidata a exposicdo aos hormoénios naturais em condigdes controladas de
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laboratdrio utilizando biomarcadores ja padronizados na investigacao destas respostas. Zlabek
et al. (2009) consideram esta etapa como essencial, por gerar dados valiosos sobre o efeito
dos produtos quimicos no status fisiologico do peixe. Chamam a aten¢do, ainda, para a
escassez de estudos laboratoriais em condigdes controladas que validem os estudos de
monitoramento com biomarcadores em areas impactadas.

A comecar a discussao dos resultados pela biometria, ¢ importante que se diga que
parametros como peso € comprimento nao sao biomarcadores especificos para desregulacao
enddcrina e sim relacionados ao status geral de saude. Contudo, tais medidas foram aqui
incluidas por entendermos que, em se tratando de uma caracterizagao preliminar das respostas
da espécie escolhida, o panorama de dados gerais relevantes e mensuraveis devem ser levados
em consideracdao por serem importantes para a interpretacao dos resultados. Segundo Ankley
et al. (2009), estes indicadores gerais de saude tanto em estudos experimentais como de
campo atuam como biomarcadores de alta relevancia ecoldgica.

Nao houve diferenca no peso corpéreo total nem no comprimento apds exposi¢ao
ao estradiol, independente da dose e da duragao da exposi¢do, e conseqlientemente o indice de
condi¢do também manteve-se inalterado. De acordo com alguns autores, a biometria ndo ¢ um
bom indicador dos efeitos de desrreguladores enddcrinos (Pait & Nelson, 2003; Solé et al.,
2003). Como pode ser visto no trabalho de Pait e Nelson (2003) de padronizacao da resposta
do peixe Fundulus heteroclitus a desreguladores endocrinos como 17-estradiol, bifenol-A, 4-
nonilfenol e 4-(tert-octil)-fenol, nenhum dos compostos alterou o indice de condi¢ao dos
peixes tratados, mesmo apds 32 dias de tratamento, quando outros parametros ja
encontravam-se bastante alterados. Por outro lado, em estudos ambientais ¢ comum observar
alteragdes do indice de condi¢do que podem refletir desde a presenga de contaminantes no
ambiente como a propria disponibilidade de alimento (Prado et al. 2011; Sanchez et al.

20084a).
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Apesar da biometria ndo ter variado na presenga do hormonio, houve variagao
entre o inicio e final do experimento dentro de todos os grupos, principalmente no grupo
controle, o que sugere que os animais ndo estavam bem aclimatados a condigdao experimental.
Salvo por algumas excegdes, o peso dos animais tratados por 29 dias foi sempre menor que
dos peixes tratados por 15 dias (apéndice 1). A falta de diversificacdo na dieta (baseada
apenas em biomassa de Artemia sp.) € o regime de confinamento, além da manipulagdo para
troca de agua e anestesia na reaplicacio do horménio e do veiculo podem ter sido os
responsaveis por este quadro.

Em sua investigagcdo de efeitos bioquimicos apos a exposicdo de S. testudineus a
hidrocarbonetos, Ribeiro (2007) concluiu que estes animais adaptam-se facilmente a
condi¢gdes laboratoriais sendo, desta forma, apropriados para ensaios com biomarcadores
bioquimicos e histopatologicos. A autora trabalhou com peixes de comprimento € peso
médios semelhantes ao deste trabalho numa propor¢ao de 10 peixes para cada 75L de agua,
ou seja, uma quantidade quase duas vezes maior de dgua. Além disso, seus peixes puderam
ser alimentados uma vez ao dia com camardes frescos num periodo de exposicdo bem menor:
7 dias. Estes dados evidenciam a necessidade de ajuste no modelo experimental por nds
escolhido com diminuic¢ao do periodo de exposicao.

Com relacgdo ao efeito do hormdnio feminino nas génadas de peixes, este pode ser
relacionado diretamente ao quadro geral de equilibrio enddcrino, tanto com relacdo a
morfologia tecidual como na relagdo entre o peso da gonada e o peso corporeo (IGS)
(Carballo et al. 2005; Hirai et al. 2006; Panter et al. 2006). No presente trabalho, assim como
aconteceu com o peso corporeo, também nao houve diferenca significativa no IGS dos peixes
injetados com E2 ou controle nem com relagdo aos tempos de exposicao. Ha que se ressaltar,
entretanto, que apesar de ndo significativa houve uma tendéncia de aumento do IGS nos

grupos tratados com E2 durante 29 dias.
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Pait e Nelson (2003) também avaliaram o IGS, entre outros parametros, em

! ¢ também nio

Fundulus heteroclitus injetados com doses de 0,5; 1; 5 e 10 mg E2 Kg -
constataram efeito significativo no indice, assim como Panter et al. (2006). Outros autores
puderam observar uma redu¢ao do IGS com relagdo ao controle nos grupos expostos ao E2
por via hidrica utilizando outras espécies de peixes. Foram eles: Halm et al. (2002) com
Pimephales promelas (32, 100 e 320 ng/L); Hirai et al. (2006) com Oryzias latipes (150
ng/L); Toft e Baatrup (2001) com Poecilia reticulata (2,8mL por dia/30L); e (Bjerselius et al.
2000).

Ainda com relagdo ao IGS, ¢ importante salientar que houve grande variacao dos
dados (apéndice 2). Em seus estudos com Sphoeroides annulatus, no México, Sanchez-
Cardenas et al. (2007) também nao encontraram uniformidade nos valores de IGS pois os
mesmos apresentaram variacdo temporal significativa. Esta falta de uniformidade deve
dificultar a analise de dados e mascarar possiveis efeitos em casos de mudangas sutis. E
sabido que existe uma relacdo estreita entre maturagdo e aumento do peso dos ovarios com
relagdo ao peso do corpo em peixes teledsteos devido a mudancgas sofridas durante o ciclo
reprodutivo (Vazzoler, 1996). Possivelmente, este ¢ o fato que explica a grande variabilidade
e falta de correlagdo entre peso corpéreo e peso das gonadas em muitos trabalhos. Esta
observagdo traz a luz a necessidade de se comparar o IGS de organismos com idade
semelhante e coletados num mesmo periodo do ano bem como em animais submetidos a
condigdes de manutencdo e exposicdo em laboratério mais adequadas para que este
biomarcador responda da melhor forma.

Dependendo do tipo de contaminante, os efeitos histopatoldgicos manifestados no
tecido reprodutivo podem ir desde feminizagdo parcial de testiculos, com reducdo da
capacidade espermatogénica, até danos mais severos como casos de intersex ou completa

reversao sexual (Cheek ez al. 2001). A prevaléncia elevada de peixes em condicao de intersex
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no ambiente pode ser considerada, por si s6, um marcador facilmente reconhecivel e
definitivo de exposicao dos peixes a estrogénios (Leatherland, 2010).

Neste trabalho ndo foram encontradas alteracdes histologicas nas gonadas de
nenhum peixe do controle nem nos tratamentos. Foi o que aconteceu no trabalho de
Rasmussen e Korsgaard (2004), no qual inje¢des de 1mg E2/kg em Oryzias latipes também
ndo exerceram efeito nos testiculos. De certo modo, este resultado foi inesperado pois as
doses de estradiol utilizadas no experimento foram escolhidas tendo como base estudos de
outros autores que obtiveram sucesso caracterizando efeitos feminizantes, inclusive
encontrando anomalias de gonadas com doses até inferiores. Foi o caso de Moncaut e

colaboradores (2003) que também usaram 10 mg E2 Kg ™

no peixe Cichlasoma dimerus
durante 11 dias e observaram danos severos nos testiculos dos machos como desorganizagao
tecidual e quebra prematura dos espermatocitos. Apesar de ndo serem caracteristicas
femininas, denotam preocupante grau de desregulagdo gonadal. Utilizando estradiol em fase
aquosa Gimeno et al. (1998) obtiveram feminizagdo com oogénese em todos os machos
expostos, enquanto Zlabek et al. (2008) mostraram microfotografias de gonadas em situagdo
de intersex em juvenis com a presenga de ovocitos dispersos entre espermatogonias.

Os efeitos do estradiol ndo costumam ser evidentes em gonadas femininas, sendo
estas pouco ou nada afetadas por ele. Assim sendo, no momento de avaliarmos criticamente
esta auséncia de efeito, hd que se notar o reduzido numero de machos aleatoriamente
dispersos entre os grupos experimentais. Devemos refletir sobre o fato de na maior
concentracio de E2 utilizada (10 mg E2 Kg ™), por exemplo, sé termos podido contar com a
analise dos testiculos de 3 machos e, por isso, este resultado precisa ser visto com parcimonia.
Sera que se pudéssemos contar com um N maior de machos tratados veriamos estes efeitos?

O baiacu estudado seria realmente muito resistente a mudancas morfoldgicas causadas por

E2? Ou o fato de aparentemente estarem em contato com desreguladores endocrinos em seu
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habitat pode ter conferido alguma resisténcia a tais substancias? Experimentos similares
contando com maiores concentracoes de E2 e também com maior niumero de machos
expostos serdo necessarios para que estas questoes sejam elucidadas.

Alguns pesquisadores vém utilizando o estudo de efeitos no figado como forma de
melhor integrar e compreender o quadro de desregulacdo enddcrina em suas caracterizagdes
(Christiansen et al. 1998; Diniz et al. 2005; Diniz et al. 2010; Moncaut et al. 2003; Moura
Costa et al. 2010; Rasmussen & Korsgaard. 2004). O figado é o 6rgdo onde sdao produzidas
proteinas importantes para a oogénese, inclusive as vitelogeninas, o que estabelece uma
relagdo ainda mais proxima com o processo (Boleas et al. 2000).

Iniciando pelo indice hepato-somatico (IHS), mais uma vez, ndo foram
encontradas diferengas significativas entre os tratamentos. Resultados similares foram obtidos
no estudo conduzido por Pait e Nelson (2003) onde, apds exposigoes do peixe Fundulus
heteroclitus ao estradiol em doses similares as deste estudo, também nao puderam observar
diferencas significativas na relacdo entre o peso do figado e o corporeo em nenhum
tratamento. Moura Costa et al. (2010) também utilizaram 10mg E2 Kg ' injetados
intraperitonealmente em espécimes de jundia (Rhamndia quelen) e encontraram diferengas
significativas entre machos expostos e organismos do controle com aumento do THS. No
trabalho de Rasmussen e Korsgaard (2004) também foi detectado aumento do indice em
animais tratados com E2 sendo este aumento, também, diretamente correlacionado ao
aumento de VTG.

O figado dos vertebrados consiste em um tecido-alvo importante por concentrar
tarefas essenciais para a manuten¢ao da saude do organismo como, por exemplo, mecanismos
de resposta celular ao estresse quimico. Assim, analises histopatologicas realizadas nele
podem prover respostas bastante elucidativas fazendo da histopatologia um bom biomarcador

de poluicao ambiental (Ribeiro et al. 2012). Em nossas andlises do tecido hepatico de S.
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testudineus, pode-se dizer que algumas diferencas, ainda que sutis, foram encontradas entre os
tratamentos. E o caso da vacuolizagdo celular dos hepatdcitos. Ribeiro e colaboradores (2012)
consideram a vacuolizag¢dao celular um dano ou resposta celular geralmente associada a uma
alteragdo no funcionamento metabdlico com actimulo de substancias causado por estresse
quimico. Estes acimulos podem perturbar os mecanismos normais da célula podendo levar a
necrose ou apoptose da mesma. Entretanto, os autores afirmam que pode tratar-se de acumulo
de lipidios na presenca de compostos quimicos lipofilicos, como uma forma defesa celular
com a imobilizagdo de tais componentes para evitar seus efeitos toxicos. Esta afirmacgdo esta
de acordo com os resultados de Moura Costa ef al. (2010) que detectaram niveis severos de
vacuolizac¢io no figado de machos tratados com estradiol (10mg E2 Kg ™). Ainda que em
nosso trabalho tenham sido encontrados trés casos de vacuolizacao em peixes do controle, ¢
notéria a tendéncia do aumento de casos com incremento da dose de estradiol (tabela 3),
corroborando, assim, os trabalhos supracitados.

Ausentes nos peixes do controle, as areas de necrose puderam ser observadas no
tecido hepatico de seis peixes distribuidos nos dois tratamentos. O processo necrotico nao faz
parte do metabolismo natural de células saudaveis e esta associado a exposi¢do a poluentes
(Ribeiro et al. 2012). Gimeno et al. (1998) encontraram necrose nos testiculos de machos
tratados com E2 em seus tratamentos. Debrucando-se mais uma vez nos achados de Moura
Costa et al. (2010) pode-se encontrar semelhangas com o presente trabalho no que diz respeito
ao aparecimento de necrose em figado de todos os grupos de animais expostos ao 17 (-
Estradiol sem ocorréncia no controle. Os autores associam a necrose com estresse oxidativo.

Como explicado no levantamento bibliografico que inicia o capitulo, a anélise da
presenca de VTG no plasma de juvenis e machos tem sido indicada em todo o mundo como
um biomarcador eficiente ao se investigar a estrogenicidade de contaminantes em peixes

(Cheek et al. 2001; Matozzo & Marin 2008; Roubal ef al. 2003; Roy et al. 2004; USEPA,
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2003). A VTG ¢ uma molécula instavel e ¢ facilmente afetada por enzimas proteoliticas (Roy
et al. 2004). Além disso, quando isolada de diferentes espécies, a molécula pode apresentar
variacoes consideraveis na conformacao lipidica, nas glicosilagdes ou no grau de fosforilagao,
apesar de as propriedades gerais serem mantidas (Roubal er al. 2003). Por isso, a
sensibilidade das andlises de VTG em resposta a poluicdo por estrogénios deve ser especifica
para cada espécie assim como com relacdo aos compostos. Neste contexto, apesar de o ensaio
quantitativo ELISA ser considerado o método mais sensivel para quantificacdo de VTG (e o
mais amplamente utilizado), a técnica de western blotting apresenta as vantagens de detectar
diferentes tipos de VTG e poder ser realizada com diferentes matrizes bioldgicas (Cheek et al.
2001).

Na auséncia de anticorpos especificos para as espécies nativas do Brasil, os
anticorpos comerciais disponiveis sdo boas alternativas para uso (Moura Costa et al. 2010). O
tamanho da proteina detectada em nosso trabalho pelo anticorpo policlonal anti-VTG
comercial, cerca de 270 kDa, foi compativel com o de vitelogeninas descritas para outras
espécies de peixes (Leonardi et al. 2009; Moura Costa et al. 2010; Okoumassoun et al. 2002;
Roubal et al. 1997; Roy et al. 2004; Schwindt et al. 2007). Tais autores também se valeram da
técnica de western blotting com o intuito de identificar vitelogenina em diferentes espécies de
peixes. O reconhecimento das regides que mantiveram-se conservadas entre diferentes
espécies pelo anticorpo policlonal nao especifico para o baiacu fornece evidéncias de que a
molécula por nés detectada deve rwalmente ser vitelogenina. Pode-se entdo dizer que o
método utilizado tendo marcado adequadamente a vitelogenina plasmatica de S. testudineus
foi validado de forma eficaz, sendo o seu uso recomendado.

Nesta caracterizagao notou-se a formacdo de bandas duplas correspondentes a
vitelogenina. Este padrao de marcagdo também foi encontrado por outros pesquisadores e

pode ser explicado pelo fato de, como ja afirmado, a VTG ser muito susceptivel a acao
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proteolitica que ocorre no plasma. Com isso, existe a possibilidade real de haver marcacao
nao especifica em diferentes epitopos polissacaridicos de VTG, uma vez que se trata de uma
molécula instavel (Costa, 2006; Moncaut et al. 2003; Sol¢ et al. 2003; Vazquez et al. 2009).

Para além da validagdo do método de reconhecimento da proteina, neste trabalho
tentou-se verificar a indugdo da vitelogénese sofrida por machos e juvenis em cativeiro
quando expostos ao hormonio feminino estradiol. Dentre os animais avaliados, dez foram
classificados como machos de acordo com a histologia das génadas, entretanto, dentre estes,
seis apresentaram expressao de vitelogenina, e quatro deles estavam no grupo controle. Em
relagdo aos animais classificados como indiferenciados, 16 dentre os 23 presentes nessa
categoria foram positivos para vitelogenina, sendo sete no grupo controle. Esse resultado
sugere fortemente que os animais coletados no estuario do Rio Pacoti ja estavam sob
influéncia de desreguladores enddcrinos no proprio ambiente antes de serem submetidos as
doses de estradiol em laboratorio, uma vez que 11 dos 16 animais do grupo controle
mostraram-se positivos para vitelogenina, quando deveriam ndo expressar a proteina por
tratarem-se de machos ou juvenis. De fato, de acordo com Pait e Nelson (2003), a
vitelogenina ¢ o biomarcador mais sensivel a presenca de desreguladores endocrinos no
ambiente. Portanto, essa observacdo de que os peixes foram coletados em ambiente ja
contaminado nos remete a um ponto muito importante na analise dos resultados do presente
trabalho, pois ha presen¢a de contaminantes desta natureza no ambiente de coleta dos animais
que como ja demonstrado por varios autores torna os peixes mais resistentes que aqueles
provenientes de ambientes nao impactados (Pait & Nelson, 2003). As evidéncias apontam
para a presenca de substancias feminizantes no rio Pacoti, tendo em vista os resultados
observados nos peixes coletados no local.

O estuario do Rio Pacoti tem sido utilizado como ambiente referéncia em alguns

estudos desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa (Davanso, 2010; Nillin, 2008), o que
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motivou a op¢ao por ele na hora de coletarmos os animais para este estudo. Entretanto, ¢
sabido que, com o adensamento populacional na regido metropolitana de Fortaleza, este corpo
d’agua vem sendo utilizado nos ultimos anos como destino final para esgotos domésticos e
industriais ndo tratados (Queiroz, 2005). A busca por locais preservados que sirvam como
referéncia segue sendo um dos principais desafios, até mesmo um entrave nas pesquisas em

Ecotoxicologia.

De forma geral, o que deve ser destacado sobre a problematica associada aos
compostos emergentes desreguladores endocrinos e estrogénicos ¢ que a inclusao de planos
de monitoramento deles tanto no ambiente quanto em estagdes de tratamento ¢ necessaria e
urgente. Além da quantificacdo dos compostos estrogé€nicos no ambiente, € preciso que se
investiguem mais profundamente os efeitos deletérios acarretados na biota aquatica através de
testes de toxicidade agudos e cronicos além do uso de biomarcadores de contaminagao
endocrina eficientes para que danos no ambiente possam ser mitigados. Por isso, ha
necessidade em se gerar dados com espécies nativas que possam auxiliar nas discussoes para

tomada de decisoes e conhecer as diferentes formas de polui¢ao de nossos estuarios.
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6. CONCLUSOES

A avaliacdo das respostas da espécie S. testudineus frente a exposi¢ao ao 17fB-
estradiol em laboratério ndo mostrou boa correlagao entre as alteracdes observadas ¢ a dose e
o tempo de exposi¢do avaliados, com excecdo da ocorréncia de danos ao tecido hepatico.
Nesse caso foi observada ocorréncia de vacuolizacdo celular dos hepatdcitos e areas de
necrose com leve tendéncia dose-resposta. Ha que se ressaltar que foi detectada a vitelogenina
no plasma da maioria dos peixes expostos, incluindo machos e juvenis do grupo controle.
Esse resultado sugere fortemente a ocorréncia de desreguladores enddcrinos no Rio Pacoti e
compromete a interpretagdo dos resultados aqui obtidos, uma vez que a exposigdao em
ambiente natural aumenta a resisténcia dos animais a compostos dessa natureza. De toda
sorte, pode-se concluir que a utilizagdo desta espécie na avaliacdo de contaminagdao por
desreguladores endocrinos ¢ viavel, uma vez que responde a andlises com agentes
feminizantes, mas o método de laboratorio precisa ser otimizado para minimizar o estresse
aos animais. H4 que se ressaltar que deste estudo emerge a necessidade de avaliagdo

ambiental do estuario do Rio Pacoti e que seu uso como ambiente referéncia seja abandonado.
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CAPITULO 11

AVALIACAO DE BIOMARCADORES DE CONTAMINACAO
AQUATICA EM TECIDOS DE SPHOEROIDES TESTUDINEUS COLETADOS

NO ESTUARIO DO RIO PACOTI - CE
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RESUMO

O Rio Pacoti abastece diversos aqiiiferos e possui papel importante na subsisténcia de
populagdes ribeirinhas e em outras atividades antropicas no Ceard. Nao obstante, este recurso
hidrico vem sendo utilizado nos ultimos anos como destino final para esgotos domésticos e
industriais nao tratados. Os biomarcadores de contaminagdo sdo definidos como alteragoes
biologicas em nivel molecular, celular ou fisiologico que expressam efeitos provocados por
poluentes. Funcionam como ferramentas de alerta para que efeitos em niveis baixos de
organizacao celular possam antecipar mudangas em niveis maiores de organizagdo, com efeito
preditivo. Somando-se a necessidade de avaliagdo ambiental do estuario do Rio Pacoti a
caréncia de modelos padronizados para monitoramentos com biomarcadores, os objetivos
foram: contribuir para o conhecimento da biologia de S. testudineus do Rio Pacoti (biometria,
IHS, frequencia sexual, estagios de maturagao gonadal, IGS); avaliar a qualidade ambiental na
regido da foz do estuario pela analise dos biomarcadores associados aos mais diversos tipos de
contaminagao (deteccdo de VTG, histopatologia de figado e gonadas, GST, EROD, GR, LPO,
correlagdes); e avaliacdo/validacao da espécie para monitoramentos com estes biomarcadores.
Houve acentuada diferenca na proporcao sexual encontrada, sendo esta de um macho para cada
4,6 fémeas. O peso total corpdreo apresentou grande variabilidade, com média de 45,07 +
32,48g, enquanto que o comprimento padrdo foi mais homogéneo (média de 11,34 + 2,57
centimetros). Os coeficientes de variagdo dos indices IGS e IHS foram de 82,50% e 54,37%,
respectivamente. As correlagdes positivas entre o peso corporal total e peso gonadas (R* =
0,6396), ou peso do figado (R? = 0,6789) podem ser consideradas fracas. O indice de condi¢io
foi o parametro que menos variou, apresentando média de 3,77 e coeficiente de variagdo de
14,12%. Todas as fémeas coletadas apresentaram ovarios contendo ovdcitos pre-vitelogénicos
na grande maioria pertencentes a fase II de maturagdo gonadal. Apenas dois machos foram
coletados e identificados por histologia, além de 22 animais cujas gonadas ndo se encontravam
suficientemente diferenciadas para que pudessem ser classificados e foram denominados
indiferenciados. Na avaliacdo histopatologica das gonadas ndo foram detectadas lesdes ou
anormalidades em nenhum espécime coletado. As principais alteracdes encontradas nas laminas
de figado foram vascularizagdo intensa, niicleos picndticos e areas de necrose. Além de todas as
fémeas, foi detectada VTG no tinico macho maduro, bem como em 14 individuos juvenis. A
analise dos biomarcadores enzimaticos revelou que, com exce¢do da GST, a atividade no
figado foi sempre superior a branquia. Com relacdo aos biomarcadores enzimaticos e LPO,
houve grande diferenca entre a atividade das enzimas nos dois tecidos analisados. Ha
necessidade de estudos posteriores para analise das respostas enzimaticas em S. testudineus de
diferentes pontos do Rio Pacoti ou mesmo outros corpos d’agua para que essas respostas
possam ser mais bem conhecidas e caracterizadas para monitoramentos ambientais futuros. Os
dados aqui obtidos também sugerem que Rio Pacoti, muitas vezes usado como um local de
referéncia, pode estar sofrendo com a contaminacdo, uma vez que foi observada grande
quantidade de danos no figado de peixes coletados e, também, por ter sido verificada a
evidéncia de feminizagao.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os ecossistemas estuarinos, considerados regides de transi¢do, sdo extremamente
complexos e importantes para o equilibrio ecologico do planeta. Sdo varias as caracteristicas
que conferem a eles tanta importancia: funcionam como elos entre os ecossistemas terrestres e
marinhos, como rota de entrada de nutrientes para o oceano, além das trocas genéticas
(Eschirique et al. 2008). Sendo assim, a qualidade destes ambientes reflete-se,
conseqiientemente, na qualidade de vida de todas as comunidades que dependem direta ou

indiretamente deles.

1.2 Zona costeira cearense e o Rio Pacoti

O litoral cearense estende-se por 573Km e apresenta composi¢do geologica
basicamente sedimentar. A limitagdo das potencialidades hidricas superficiais ¢ ditada
principalmente pelo regime irregular na distribuicao de chuvas e pelas temperaturas elevadas,
sobretudo durante o periodo de estiagem (segundo semestre). Esta limitagdo deve ser sempre
considerada no que diz respeito ao uso destas aguas para atividades industriais, consumo

humano e no que diz respeito ao langamento de efluentes (Brasil, 2005).

No estado do Ceard, a zona costeira vem sofrendo uma série de perturbagdes € o
crescimento populacional, marcado por intensa migracao do eixo rural para o litoral, gera
forte pressao sobre os recursos naturais (ZEE 2005a). De acordo com o estudo feito pelo
programa ZEE (2005b), os principais vetores de impactos que afetam a regido costeira do
Estado do Ceara tanto no curso dos rios quanto na zona estuarina sao: agricultura (com uso de
fertilizantes e praguicidas), pecuaria (incluindo o cultivo de camarao), a urbanizacao seguida

ou ndo de industrializacdo e as alteracdes do uso do solo, alteracdes estas geralmente
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ocorridas apos o desaparecimento da vegetacdo nativa. Dentre estes vetores, a pratica da
agricultura em zonas costeiras pode exercer fortes pressdes, entre elas a emissao de poluentes
que pode trazer contaminag¢dao aos recursos pesqueiros. Além destes impactos citados pelo
ZEE, a Superintendéncia Estadual do Meio Ambiente — CE complementa o cenario descrito
trazendo o problema com a erosdao da linha de costa, assoreamento de areas de lagoas,
enchentes, poluicdo de recursos hidricos superficiais e subterraneos, ocupacdo irregular,

carcinicultura, ma disposicao de residuos soélidos e areas de mineragao (SEMACE, 2005).

Ao se verificar o histérico de ocupacdo do litoral cearense, pode-se notar que,
como se repete em outros lugares do mundo, houve uma tendéncia de ocupagdao de areas
estuarinas e adjacéncias. Ao longo do litoral cearense localizam-se 17 grandes unidades de
planicie fluvio-marinhas geograficamente referenciadas de acordo com a regido metropolitana
de Fortaleza e agrupadas em: Litoral Leste (Barra Grande, Rio Jaguaribe, Rio Pirangi, Rio
Chord, Rio Mal-Cozinhado), Litoral da Regiio Metropolitana de Fortaleza (Rio Pacoti,
Rio Cocd, Rio Ceara, Rio Sao Gongalo), Litoral Oeste (Rio Curu, Lagamar do Sal, Rio
Mundat, Rio Aracatiagu, Complexo Estuarino dos rios Acarai/Zumbi, Rio Coreat, Barra dos
Remédios, Rio Ubatuba/Timonha) (Brasil, 2005).

A nascente do Rio Pacoti esta localizada na Serra de Baturité, percorrendo cerca
de 150 km até desembocar na faixa costeira do municipio de Aquiraz. Abastece grande parte
da Regido metropolitana de Fortaleza com dgua barrada no Agude Pacoti-Riachdo (localizado
no médio e baixo curso do rio) e banha os municipios de Pacoti, Reden¢do, Acarape, Pacajus,
Guaiuba, Horizonte, Itaitinga, Fortaleza, Eusébio e Aquiraz (Goayreb et al. 2004; Queiroz,
2005; ZEE, 2005b). Sobre a importancia do rio, Goayreb et al. (2004) afirmam que o mesmo
abastece diversos aqliiferos e possui papel importante na subsisténcia de populagdes

ribeirinhas e em outras atividades antrépicas.
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Segundo Queiroz (2005), este recurso hidrico vem sendo utilizado nos ultimos
anos como destino final para esgotos domésticos e industriais ndo tratados. Em seu estudo
sobre o estado de conservagdo do estuario do Rio Pacoti, a autora constatou que ha grandes
impactos ambientais de origem antropica nos pontos adjacentes de maior adensamento
populacional. O estudrio do Rio Pacoti foi utilizado como ambiente referéncia em alguns
estudos (Davanso, 2010; Nillin, 2008), porém ambos os estudos detectaram indicios de
degradacao na regido estuarina.

Irving et al. (1988) puderam vislumbrar ao escrever seu trabalho sobre a zona
estuarina do Rio Pacoti ha 15 anos que, sendo parte da zona de crescimento da regido
metropolitana de Fortaleza, a area estaria fadada a estar seriamente ameacada por uma onda
de especulagio imobiliaria. A época, os autores afirmaram que, apesar da adjacéncia com a
capital, a zona estuarina do Rio Pacoti ainda encontrava-se sem "alteragdes marcantes devidas
a atividade humana". Notadamente, ndo ¢ o que se observa nos dias atuais, pois o entorno
estuarino do Rio Pacoti apresenta elevado estado de ocupacao, que vem crescendo bastante
nos ultimos anos (Brasil, 2005).

Queiroz (2005) aponta a constru¢do de condominios residenciais € equipamentos
de lazer na faixa litoranea do Municipio de Aquiraz como problemas de ocupagdo indevida,
salientando a modificagdo da paisagem e a privatizacao ilegal de praias. Principalmente no
Rio Pacoti, principal recurso hidrico da regido metropolitana de Fortaleza. A autora conclui
em seu trabalho que setores industriais e imobiliarios instalados no municipio de Aquiraz
estdo trazendo danos ao Rio Pacoti e contribuindo para a iminente restrigdo do seu uso
enquanto recurso.

Segundo Lehugeur (2002), a conservagao da zona costeira baseia-se na criacdo e
implantacdao das principais categorias de unidades de conservagdo previstas pela legislagao,

que sdo: Parques, Reservas Biologicas, Estagdes Ecologicas, Areas de Prote¢io Ambiental e
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Areas de Relevante Interesse Ecoldgico. Em 15 de fevereiro de 2000, através de um decreto
estadual (Anexo 1), foi criada a Area de Protecio Ambiental (APA) do Rio Pacoti. A APA foi
delimitada dentro dos municipios de Fortaleza, Aquiraz e Eusébio perfazendo um total de
2.914,93 ha. A sua criacdo teve objetivos claros de preservagdo da biodiversidade,
manguezais, dunas, matas nativas de tabuleiro, preservar a integridade da paisagem, ordenar o
turismo ecoldgico além do intuito de garantir a qualidade da 4gua e a conscientizagao
ecologica da populagao regional (Goayreb et al. 2004; SEMACE, 2013).

O Artigo. 3° do decreto proibe "a implantacio ou ampliagdo de atividades
potencialmente poluidoras ou degradadoras, capazes de afetar os mananciais de 4gua, formas
do relevo, cobertura vegetal, o solo e o ar", bem como traz no paragrafo VI que também ¢
vetada "qualquer forma de utilizagdo que possa poluir ou degradar os recursos hidricos
abrangidos pela APA do Rio Pacoti, como também, o langamento de efluentes, residuos ou
detritos capazes de provocar dano ao meio ambiente" (SEMACE, 2013). Nao obstante, os
planos de manejo para colocar em pratica o que foi determinado ainda ndo foram
implementados (Davanso et al. 2013).

Alguns trabalhos com abordagem ecotoxicoldgica ja foram conduzidos no Rio
Pacoti. Nillin et al. (2013) obtiveram resultados que deram indicativos de toxicidade aguda e
cronica nos sedimentos do rio. Davanso et al. (2013) avaliaram toxicidade aguda, cronica e
biomarcadores (aChE, GST, dano de DNA) em tecidos de caranguejo € com a jungao de todos
os resultados puderam concluir que o estuario do Rio Pacoti ainda estd em boas condig¢des

ambientais.
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1.3. Biomarcadores: uma estratégia de avaliaciao

Como ja previamente discorrido na introducao geral desta tese, os biomarcadores
de contaminagdo ambiental sdo ferramentas ecotoxicologicas importantes em avaliagdes
ambientais e servirdo, neste capitulo, para fornecer dados adicionais sobre o estado de
degradacao do estuario escolhido. Os biomarcadores de contaminagdo sdo definidos como
alteragdes bioldgicas em nivel molecular, celular ou fisiologico que expressam efeitos
provocados por poluentes. Funcionam como ferramentas de alerta, chamadas early warning,
para que efeitos em niveis baixos de organizacdo celular possam antecipar mudangas que
podem ocorrer em niveis maiores de organizacdo, com efeito preditivo (Martin-Diaz et al.
2004).

O processo de biotransformagdo dos xenobioticos assimilados pelos organismos
envolve duas fases de reagdes que consistem basicamente na catalisacdo realizada por
enzimas com transformagao de moléculas apolares em metabdlitos soluveis em agua (fase ),
levando a detoxificagdo e eliminagao destes compostos (fase II). A transformacgdo de
moléculas durante a fase I leva a formagao de intermediarios muitas vezes mais reativos €
perigosos que os compostos iniciais devido a transformagdo de moléculas apolares em
polares. A fase I costuma envolver reagdes de oxidacdo, redugdo e hidrolise (Schlenk et al.
2008a).

De acordo com a revisao conduzida por Newman e Unger (2003), a presenca de
compostos organicos no ambiente costuma ser investigada por meio do complexo citocromo
P450 monooxigenase (assembléia de isoenzimas) cuja inducao pode se dar por exposicdo a
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), hidrocarbonetos clorados, bifenilas
policloradas (PCB), dioxinas, dibenzofuranos, entre outros. As monoxigenases também estao

envolvidas no metabolismo de acidos graxos, colesterol e hormonios esteroides. Inserida
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neste complexo, a enzima 7-etoxiresorufina-O-deetilase, doravante citada apenas como
EROD, tem sua atividade reconhecida como um biomarcador 1til em varias espécies expostas
a compostos organicos, por ser bastante sensivel a ensaio fluorimétrico e por apresentar baixa
atividade em organismos ndo expostos a contaminagdo. A atividade da EROD ¢ geralmente
medida em homogenato de figado com a producao de um produto fluorescente, a resorufina,
gerada na reagdo catalisada pela enzima a partir do substrato etoxiresorufina (Melacon, 2003 e
Schlenk et al. 2008b).

Como mencionado anteriormente, a fase [ opera na biotransformacao de
compostos tornando-os hidro-soliveis a fim de serem eliminados mais rapidamente, ao passo
que as enzimas da fase Il atuam na conjugag¢do. A super-familia das enzimas soluveis
chamadas glutationa-s-transferases (GST) t€ém papel importante na protecao das células contra
efeitos toxicos advindos de compostos enddgenos ou ambientais. De particular interesse neste
trabalho, a fun¢dao mais importante de todas as isoformas desta enzima consiste na catalisagao
da reacao de jungdo entre um tripeptideo (glutationa, GSH) com o sitio eletrofilico de
xenobioticos ou metabolitos para posterior eliminacdo destes conjugados para o meio
extracelular. Outro papel importante desempenhado ¢ protecdo contra danos causados por
estresse oxidativo por meio da detoxificacdo de produtos oriundos da quebra por oxidagdo de
lipideos, acidos nucléicos e proteinas (Newman & Unger 2003; Martin-Diaz et al. 2007,
Schlenk et al. 2008a e 2008b). A medigao da atividade desta enzima ¢ rapida, de baixo custo e
vem sendo utilizada amplamente como biomarcador de estresse ambiental mostrando-se boa
ferramenta em monitoramentos de efeitos de poluentes em organismos sentinela (Maranho,
2010).

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) ¢ uma conseqiiéncia natural da
respiracdo aerdbica e sO passa a ser de fato problemdtica quando a producdo excede a

capacidade de defesa antioxidante inerente as células. Sdo muitas as enzimas que atuam na
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prevengdo de estresse oxidativo celular como a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase
(CAT), ambas degradando o perdxido de hidrogénio A enzima glutationa redutase (GR) atua
de forma complementar neste tipo de protecdo antioxidante produzindo glutationa e NADPH
necessarios para agdo da GPx (Di Giulio & Meyer 2008; Gagné et al. 2007; Martin-Diaz et
al. 2007). Fortemente regulada pelo potencial redox das células, a atividade da GR (além das
outras enzimas acima citadas) tem sido proposta como potencial biomarcador de defesa contra
dano oxidativo (Schlenk et al. 2008b).

Dentre os alvos mais estudados dos ataques das espécies reativos de oxigénio
estdo os acidos graxos insaturados, moléculas presentes na membrana celular e nas
membranas de organelas como mitocondrias, lisossomos e reticulo endoplasmatico. Este
processo ¢ conhecido como peroxidacao lipidica ou lipoperoxidacao (LPO) e vem sendo
utilizado como biomarcador de estresse oxidativo. A LPO ocorre em cadeia, tendo inicio no
ataque de uma espécie reativa de oxigénio a uma dupla ligagao de carbonos, bastando apenas
que a primeira seja quebrada para que quebras sucessivas acontecam podendo resultar na
peroxidagcdo de varias moléculas. Algumas conseqiliéncias incluem a perda de fluidez da
membrana, aumento de permeabilidade e até mesmo na morte celular (Di Giulio & Meyer
2008; Gagné et al. 2007).

Dentre os biomarcadores de desregulacdo endocrina, destaca-se a detec¢do e
quantificagdo de vitelogeninas em peixes machos e juvenis. Para mais informagdes sobre os
principios envolvidos nesta avaliacdo, rever a revisao bibliografica do Capitulo I, na pagina
40.

O uso de biomarcadores bioquimicos constitui uma das abordagens mais
promissoras para a detec¢ao preventiva de efeitos adversos no ambiente (Walker et al. 1996).
Contudo, tem sido cada vez mais recomendado que os danos da contaminacao causados nos

organismos vivos sejam avaliados nos mais diversos niveis de organizacdo. Sendo assim,
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aliados as analises em nivel bioquimico, estudos histopatologicos também sdo extremamente
uteis quando se pretende avaliar a condi¢ao de satde de um organismo, pois variagdes em
niveis histoldgicos geralmente sdao resultado de um conjunto de alteracdes fisioldgicas (van
der Oost et al. 2003).

Considerando a problematica que envolve a contaminagdao dos ecossistemas,
assim como dos recursos pesqueiros tdo importantes para o estado, deve-se agregar mais
esforcos no sentido de diagnosticar e monitorar a saude dos nossos estuarios. Com o constante
aumento da populagdo e das atividades no entorno destes ambientes, dos quais tantas pessoas
dependem direta ou indiretamente, ¢ importante que seja conhecida a sua condicdo atual.
Estas avaliacdes devem ser conduzidas sob os mais diversos aspectos (fisicos, quimicos e
biologicos) para que seja feito o acompanhamento devido das respostas ambientais as
mudancas introduzidas tanto de forma antrépica como natural. Com a aplicacdo dos
biomarcadores propostos neste trabalho, serd possivel obter indicativos a respeito da saude
dos organismos presentes no estuario do Rio Pacoti, bem como a padronizagao de um novo

organismo teste para tais avaliagoes.
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2. OBJETIVOS

Somando-se a necessidade de avaliagdo ambiental do Estudrio do Rio Pacoti,
recurso de valor inestimavel para o estado, a caréncia de modelos padronizados para
monitoramentos com biomarcadores, obteve-se como resultado as principais motivagdes para

a realizagdo desta outra fase do trabalho, cujos objetivos foram:

*Objetivo 1: Contribuir para o conhecimento da biologia de S. festudineus do Rio Pacoti

(biometria, IHS, frequencia sexual, estagios de maturagdo gonadal, IGS);

*Objetivo 2: Avaliar a qualidade da foz do estuario a partir da analise dos biomarcadores

associados a diversos tipos de contaminacgdo (deteccao de VTG, histopatologia de figado e

gbonadas, GST, EROD, GR, LPO, correlagdes);

*Objetivo 3: Avaliacdo/validacdo da espécie para monitoramentos com estes biomarcadores;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta dos peixes

Para a segunda etapa deste trabalho, o baiacu Sphoeroides testudineus também foi
o organismo-teste escolhido, tendo sido suas caracteristicas plenamente tratadas na introdugao
geral desta tese. Este trabalho foi realizado com autorizacao prévia do Instituto Chico Mendes
de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio), por meio do SISBIO (Numero: 24449-1).

Em um periodo de dezoito meses compreendido entre o0 més de julho de 2010 e
janeiro de 2012 foram coletados todos os exemplares de S. testudineus utilizados para avaliacao
ambiental do Rio Pacoti, perfazendo um total de 59 peixes.

Grande parte dos procedimentos executados nesta fase do trabalho sdo os mesmos

ja descritos detalhadamente no Capitulo I e, por isso, serdo aqui evocados com a localizagao

no dito capitulo.

3.1.1. Ponto de coleta

Ver a se¢do 3.1.1. Ponto de coleta do Capitulo I (pagina 49)

3.1.2. Captura e transporte

Ver a se¢do 3.1.2. Captura e transporte do Capitulo I (pagina 50)

3.1.3. Aclimatacdo
Apo6s a chegada ao laboratorio os animais foram deixados aclimatar a 25 £ 1 °C

com fotoperiodo controlado de 12h/12h por dois dias antes do processamento.
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3.2. Processamento dos peixes

Os peixes foram amostrados e processados seguindo os principios de ética e

respeito com maximo esforco para aliviar a dor dos animais sacrificados.

3.2.1. Anestesia

Ver a se¢do 3.3.1. Anestesia do Capitulo I (pagina 53)

3.2.2. Biometria

Ver a se¢do 3.3.2. Biometria do Capitulo I (pagina 53)

3.2.3. Indices Biométricos

Ver a secio 3.3.3. Indices Biométricos do Capitulo I (pagina 54)

3.2.4. Coleta de sangue

Ver a se¢do 3.3.4. Coleta de sangue do Capitulo I (pagina 54)

3.2.5. Dissecg¢do de orgdos e tecidos

Pela mesma secgdo ventral o figado e as gonadas foram retirados e pesados em
balanca analitica. Apds a pesagem os orgaos foram imediatamente transferidos para solugao
de Bouin salino onde permaneceram durante 24h em temperatura ambiente (25°C) até serem
transferidos para alcool 70 onde foram conservados até o inicio do procedimento histologico.

Figado e branquias foram congelados a -70°C para avaliagdo dos biomarcadores.

3.3. Processo e analise histolégica
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Todo o procedimento histolégico foi realizado baseando-se nos métodos descritos
por Junqueira e Junqueira (1983) com pequenos ajustes de protocolo dos proprios laboratérios
onde foi conduzida a etapa histologica do trabalho.

3.3.1. Processamento histologico

Ver a se¢do 3.4.1. Processamento histologico do Capitulo I (pagina 55)

3.3.2. Visualiza¢do e documentacdo

Ver a se¢do 3.4.2. Visualizag¢do e documentagdo do Capitulo I (pagina 56)

3.3.3. Andlise qualitativa das laminas

A andlise histologica das gonadas foi feita tanto para fins de sexagem dos animais
quanto para, em fémeas maduras, determinar o possivel estddio de maturacao de acordo com
Vazzoler (1996). Além disso, foram realizadas avaliagdes comparativas para identificagdao de
possiveis aberragdes gonadais que podem estar relacionadas a desregulacao enddcrina. Estas
avaliagOes foram guiadas por Carballo et al. (2005); Cheek et al. (2001); Diniz et al. (2005);
Gimeno et al. (1998); Hashimoto et al. (2003); Jobling et al. (1998); Leino et al. (2005);
Rasmussen & Korsgaard, (2004); Vazquez et al. (2009); além de outros.

O exame histologico também foi realizado no figado e, para este fim, seguimos as
classificagdes de danos hepaticos de Morrison et al. (2006); Newman e Unger (2003) e

Oliveira et al. (2012).

3.4. Deteccao de VTG por Western blotting

Ver a se¢do 3.5. Detecgdo de VTG por Western blotting do Capitulo I (pagina 57)
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3.5. Biomarcadores bioquimicos

3.5.1 Homogeneizagdo dos tecidos

Apo6s descongelamento gradual em gelo, as amostras de branquias e figado foram
homogeneizadas individualmente em tampao considerando-se uma relagao peso/volume de
aproximadamente 1 pra 7. As porcoes de tecido pesaram aproximadamente 0,20g, sendo
adicionados, neste caso, 1400 uL do tampao. A homogeneizacao foi feita com uso de um
homogeneizador (Tissue Tearor) de ponta trituradora enfiada até o fundo do tubo. Logo apos
a trituracdo, o extrato foi divido em dois tubos, sendo um imediatamente estocado (- 80° C)
para andlises posteriores (contendo a fragdo microssomal) e outro levado a centrifuga para
separacao da fracdo citosolica (sobrenadante). Apos a centrifugagdao (15000 g por 20 min a

4°C), o sobrenadante foi retirado e congelado também a - 80° C para as andlises subseqlientes.

3.5.2 Quantificagdo de proteinas

Tanto as aliquotas contendo homogenato total de figado e branquias quanto as de
sobrenadante tiveram seu conteudo protéico determinado pelo método de Bradford (1976)
utilizando-se microplacas de 96 cavidades. Foi utilizada uma quantidade de 20uLL de amostra
por pogo. Para a calibrag¢do foi preparada uma curva padrao com concentragdes crescentes de
bovine serum albumine (BSA - Sigma) que abrangeu de 0,2 a 2,0mg/mL. A leitura das
absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 595nm e

expressas em mg/mL

3.5.3 Etoxiresorufina O-dietilase (EROD)
A atividade da EROD (7-etoxiresorufina-O-dietilase) foi determinada seguindo-se

o método descrito inicialmente por Quinn ef al. (2004) e proposto por Martin-Diaz et al.
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(2009). Foi utilizada para esta medicdo uma amostra de 50ul da fracdo citosolica do
homogenato do figado de cada peixe. Esta atividade foi mensurada com a captagdo do
aumento na fluorescéncia emitida da reacao de formacdo da resorufina a partir do substrato 7-
etoxiresorufina (10 pM) com adicdo de NADPH (100 uM) em tampao KH,PO4 (100 mM). A
reacdo foi monitorada em fluorimetro (excitagdo = 530nm, emissdo = 590nm) durante 60
minutos com registro de leitura a cada 15 minutos. O resultado da atividade enzimatica da
EROD foi adquirido plotando-se a fluorescéncia das amostras com a curva de calibragdo da 7-

hidroxiresorufina e foi expressa em pmol.min '.mg 'prot .

3.5.4 Glutationa S-transferase (GST)

As matrizes biologicas utilizadas para medir da atividade catalitica da GST foram
as fracdes citosolicas dos homogenatos do figado e das branquias dos peixes. Para tanto, foi
seguido o método descrito por McFarland et al. (1999) com adaptagdes, sendo a reagdo de
conjugacao do 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB - 42mM, Sigma-Aldrich) com glutationa
reduzida (GSH - ImM, Sigma-Aldrich) realizada em tampao HEPES (pH 6,5). A formagado do
conjugado produto da reagdo foi monitorada em espectrofotdmetro, no comprimento de onda
de 340 nm. A leitura deu-se em intervalos de 5 min, durante 30 min, a 25°C registrando-se o
aumento da absorbancia ao longo do tempo. Os resultados foram expressos em nmol min™

mg'1 prot.

3.5.5 Glutationa redutase (GR)
Para a avaliagdo da atividade da GR foi utilizado o protocolo proposto por
McFarland et al. (1999), sendo empregada, para tanto, a fracao citosdlica do homogenato do

figado e branquias dos peixes. A atividade da enzima foi mensurada registrando-se a queda na

absorbancia de NADP durante a oxidacdo do NADPH a NADP+. O substrato utilizado para
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este fim foi a glutationa oxidada (GSSG) a uma concentragao final de 30mM. A leitura foi
realizada em espectrofotometro sob comprimento de onda de 340 nm durante 10 min com

registro a cada 2 min a 30°C. O resultado final foi expresso como nmol min™ mg™ prot.

3.5.6 Lipoperoxidagdo (LPO)

Para avaliar os niveis de peroxidagao lipidica nas amostras langcamos mao do
método dos acidos tiobarbituricos (TBARs) desenvolvido dos por Wills (1987). Para tanto,
utilizou-se o homogenato total nao centrifugado do figado e das branquias. Inicialmente as
amostras foram acrescidas de acido tricloroacético (10%) contendo FeSO4 (1mM) e acido
tiobarbiturico (0.67%). Os tubos foram aquecidos em banho-maria a uma temperatura de 70 a
80°C durante 10 minutos e imediatamente centrifugados (10.000g, 10s) com retirada do
precipitado. As amostras foram lidas por fluorimetria (excitacdo = 530nm, emissao = 590nm)
e a concentracdo pode ser calculada de acordo com a curva padrao de tetrametoxipropano.

Enfim, os valores de lipoperoxidagdo foram expressos em nmol de TBARS mg™' prot.

3.6. Analise dos dados

Os dados serdo apresentados como média e desvio padrao, e foram trabalhados
utilizando-se Excel 2008 and GraphPad Prism 4.0, tanto para analises como para criacao de

gréficos.
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4. RESULTADOS

O primeiro objetivo deste capitulo foi contribuir para o conhecimento da biologia
de S. testudineus do Rio Pacoti por meio da investigagdo de pardmetros biologicos (biometria,
IHS, IGS e estagios de maturagdo gonadal). Tais parametros puderam ser investigados apods a

realizagao de oito coletas de S. testudineus no estuario do Rio Pacoti (Tabela 5).

Tabela 5. Distribuicdo do género dos espécimes de S. festudineus coletados no estuario do Rio Pacoti de acordo
com as datas. nd - representam animais cujos sexos nao puderam ser determinados.

DATA N FEMEAS MACHOS INDIFE.
12.07.10 8 nd nd nd
05.08.10 20 9 0 11
31.04.11 11 2 0 9
26.05.11 2 1 0 1
13.06.11 4 4 0 0
11.07.11 5 3 0 2
24.08.11 3 1 2 0
23.01.12 6 3 3 0
TOTAL 59 23 5 23

Houve acentuada diferenca na propor¢ao sexual encontrada, sendo o nimero de
machos bastante reduzido. Dos 59 espécimes coletados, 23 eram fémeas, 23 indiferenciados
(cujos géneros nao puderam ser determinados devido a falta de diferenciagdo) e apenas 5
individuos machos. A propor¢ao sexual entre machos e fémeas encontrada foi, portanto, de 1

macho para cada 4,6 fémeas.

4.1. Biometria

A andlise morfométrica foi baseada na medicdo do comprimento padrdo (da

cabeca até a ultima vértebra cervical) e do peso corporal total. Na tabela 6 estdo apresentados
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os dados para os 59 espécimes coletados entre julho de 2010 e janeiro de 2012 no estuario do

Rio Pacoti.

Tabela 6. Parametros bioldgicos. Médias seguidas pelo erro e desvio padrao do peso corporal total, comprimento
padrdo, peso das gonadas e do figado, indice gonadossomatico (IGS), indice hepatossomatico (IHS) e indice de
condicdo (IC) de Sphoeroides testudineus coletados no estuario do Rio Pacoti, entre julho de 2010 e janeiro de
2012.

PESO _ R ,
C.PADRAO GONADA FiGADO
TOTAL IGS (%) 1IHS (%) IC (%)
(cm) ® (®
@

N 59 31 59 31 59 31 31
Média 45.07 11.34 0.20 2.44 0.37 3.30 3,77
Méximo 144.8 15.4 1.19 10.07 1.51 8.18 4,70
Minimo 14.0 7.6 0.02 0.26 0.10 1.13 2,45
D. padrio 32.48 2.57 0.27 2.44 0.30 1.79 0,53
E. padrio 422 0.46 0.04 0.44 0.04 0.32 0,09
C.variagio  72.07% 22.74% 139.38% 99.91% 82.50%  54.37% 14,12%

O peso total corporeo apresentou grande variabilidade, com média de 45,07 +
32,48g (n = 59, coeficiente de variacdo = 72,07%), enquanto que o comprimento padrdo foi
mais homogéneo (média de 11,34 + 2,57 centimetros, n = 31, o coeficiente de variagdo =
22,74%). Os dois pardmetros se correlacionaram positivamente (R* = 0,7872, Figura 22A). O
indice de condigdo, que d4 indicativos sobre a saude dos animais, foi o parametro que menos
variou, apresentando média de 3,77 e coeficiente de variagdao de 14,12%. Na tabela 7 (adiante),

serd possivel visualizar as médias de peso de acordo com o género.

4.2. Indices corpdreos

Os pesos dos 6rgados assim como os indices IGS e IHS também apresentaram grande

variabilidade como mostrado na tabela 6. Os coeficientes de variagao do peso gonadal e do

figado foi 139,38% e 99,91%, respectivamente, enquanto que para os indices IGS e IHS, as
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variagoes corresponderam a 82,50% e 54,37%, respectivamente. A correlacdo positiva entre o
peso corporal total e peso gonadas (R* = 0,6396; Figura 22B), ou peso do figado (R* =

0,6789; Figura 22C) pode ser considerada fraca.

Tabela 7. Parametros biologicos. Médias seguidas pelo erro e desvio padrao do peso corporal total de Sphoeroides
testudineus coletados no estuario do Rio Pacoti acordo com o género.

Peso Fémeas Peso Machos Peso Indife.

® ® (®

N 23 5 23
Média 58,1 97,4 30,2
Maximo 144.8 123 45,9
Minimo 15,5 68,5 17,7
D. padrao 36,1 20,8 9,4
E. padrao 7,5 9,3 1,9
C. variagado 62,2% 21,4% 30,5%
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Figura 22. Relagdes entre: comprimento-peso total (A), gdnadas-peso total (B) e figado-peso total (C) de 31, 59 ¢
31(respectivamente) baiacus coletados no Rio Pacoti.
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4.3. Estagios de maturagao gonadal

Devido ao fato de S. testudineus ndo apresentar dimorfismo sexual, o género so
pode ser confirmado pela andlise histologica das gonadas. Apds avaliacdo das laminas
confeccionadas a partir das gonadas retiradas de 44 animais, foi possivel identificar 20 fémeas,
5 machos e 22 juvenis cujo sexo nao pode ser determinado devido a auséncia de diferenciagao.
Este grupo foi aqui classificado como "indiferenciados".

Sob analise macroscopica, as gonadas de ambos os sexos apresentaram um par de
apéndices tendo aspecto cilindrico, cada um.

Todas as fémeas coletadas apresentaram ovarios contendo ovocitos pre-
vitelogénicos na grande maioria pertencentes a fase II de maturagdo gonadal de acordo com a
classificacdo de Vazzoler (1996). Neste estagio, o ovario ¢ cercado por uma parede delgada e
estendem-se a partir deste as chamadas dobras ou lamelas ovigeras, que contém os ovdcitos,
estes formando o epitélio germinativo (Figura 23c). As células germinativas durante a primeira
fase de desenvolvimento sdo chamadas oogdnias e encontram-se na superficie das lamelas
(Figura 23c). As oogodnias sdao arredondadas com nucleo proeminente contendo um nucléolo e
pequena quantidade de citoplasma delgado eosinofilico circundando o nucleo basofilico. As
oogonias ampliam-se e tornam-se 06citos primarios, ou ovocito previtelogenico (Figura 23d).

Como ja citado, apenas 5 machos foram coletados e identificados por meio da
histologia. Os testiculos destes animais sdo formados por tibulos seminiferos preenchidos com
células germinativas: espermatogdnias (esg), espermatocitos (esc) e espermatides (espd)
(Figura 23b). Estas células sao esféricas e formam grupos.

Além de machos e fémeas, 23 animais cujas gonadas ndo se encontravam
suficientemente diferenciadas para que pudessem ser classificados foram denominados

indiferenciados. (Figura 23a).
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Figura 23. Seccdes transversais de gonadas de Sphoeroides testudineus. (A) uma goénada juvenil com células
indiferenciadas (ci) (40x); (B) uma gonada de macho com espermatides (spd), espermatodcitos (sc) e
espermatogonias (sg) (100x), (C) corte de ovario com destaque para as lamelas ovigeras (10x), e (D) uma porcao
magnificada da gonada feminina destacando-se as oogonias (00g) e os ovdcitos pre-vitelogénicos (opv) (40x).

O segundo objetivo que se tentou alcangar neste capitulo foi avaliar a qualidade da
foz do estudrio pela analise dos biomarcadores associados aos mais diversos tipos de
contaminagao (histopatologia de figado e gonadas, VTG, GST, EROD, GR, LPO) e estabelecer

correlagdes entre eles.

4.4. Avaliacao histopatologica das gonadas

Apos cuidadosa avaliagdo histopatologica das gonadas, ndo foram detectadas

lesdes ou anormalidades em nenhum espécime coletado no estuario do Rio Pacoti. Todas as

estruturas encontraram-se dentro dos padrdes normais descritos para peixes teledsteos.



105

4.5. Avaliacao histopatologica do figado

A analise histopatologica das amostras de figado de S. testudineus revelou, sob o
ponto de vista geral, parénquima hepatico de aparéncia normal com a presenga do tecido
pancreatico e vasos sanguineos dispersos entre os hepatocitos. Vacuolizagdes citoplasmaticas
foram observadas com consideravel acimulo de lipidos em sete laminas (Figura 24c).
Associa-se o processo de vacuolizagdo as reservas lipidicas no tecido hepatico, caracterizadas
principalmente pela falta de coloragdo com hematoxilina/eosina. As principais alteragdes
encontradas nas laminas de figado foram vacuolizacdo intensa (Figura 24c), nucleos
picnoticos e areas de necrose (Figura 24d). As relagdes entre os danos de figado, a quantidade

de laminas em que foram detectados e o género dos animais encontram-se sumarizadas na

tabela 8.

Figura 24. Sec¢oes transversais de figado do baiacu Sphoeroides testudineus. (A) tecido pancreatico (tp) (20x);
(B) vasos sanguineos (vs) (20x); (C) vacuolizagdo citoplasmaticas (vcl) (20x); (D) area de necrose (ncs) (40x).
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Tabela 8. Ocorréncia de alteracdes no figado de 21 baiacus Sphoeroides testudineus coletados no Rio Pacoti de
acordo com o género.

N Vacuolizacio Nucleos Areas de

intensa picnéticos necrose
Indiferenciados 10 4 1 1
Fémeas 10 2 1 2
Machos 1 1 0 0

4.6. Deteccao de VTG

O ensaio de western blotting para detec¢do de VTG como biomarcador de
desregulagdo endocrina foi realizado em 35 amostras de plasma de S. testudineus. O anticorpo
comercial anti-vitelogenina empregado no ensaio reagiu bem culminando na formacao de
bandas fortes em uma regido onde se localizam proteinas de peso molecular de

aproximadamente 270 kDa (Figura 25).

(A) s Rg F F F (B) S Rq M I I I
225KDa

150KDa — -

Figura 25. Exemplos de deteccdo por western blotting de vitellogenina (presumida) dos baiacus Sphoeroides
testudineus coletados no Rio Pacoti. (S) padrido de peso molecular; (Rq) plasma de fémea vitelogénica de Rhamdia
quelen como controle positivo; (F) amostras de plasma de fémeas de S. testudineus; (M) plasma de espécime

macho e (I) indiferenciados. Os numeros orientados verticalmente representam o peso molecular em KDa
(kilodaltons).

Além de todas as fémeas, como era esperado, foi detectada VTG no tnico macho
maduro bem como em 14 juvenis. O resultado total da detec¢ao de vitelogenina de acordo com

o género dos peixes pode ser visualizado na tabela 9.
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Tabela 9. Detecgao de vitelogenina em amostras de plasma de 35 baiacus Sphoeroides testudineus coletados no
estuario Rio Pacoti de acordo com o género.

DETECCAO

GENERO DO PEIXE N STATUS
DE VTG
Fémea 17 Sim Esperado
Indiferenciado 4 Nao Esperado
Indiferenciado 14 Sim Inesperado
Macho 1 Sim Inesperado

4.7. Biomarcadores bioquimicos

4.7.1 Etoxiresorufina O-diethilase (EROD)

A atividade da EROD quantificada no figado de 50 espécimes de S. testudineus
teve média de 19,56 + 10,65 pmol/min/mg, sendo os valores maximo e minimo 43,28 ¢ 3,022
pmol/min/mg, respectivamente. Houve grande variabilidade entre os dados, sendo 54,45% o

coeficiente de variagao.

4.7.2 Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi mensurada no figado e branquias com grande diferenca
entre a acdo da enzima nos dois Orgdos do baiacu estudado. Os 36 peixes analisados
apresentaram atividade média no figado de 0,00004333 + 0,00004093 nmol/mg prot. Ja na
branquia foi revelada uma atividade bastante superior de 0,0008542 + 0,000887 nmol/mg
prot. Também houve grande variabilidade nos dados das medi¢oes de GST, tanto em
branquias (CV=103.84%) quanto em figado (CV=94.46%). A atividade foi cerca de duas

vezes mais alta na branquia (Figura 26).
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4.7.3 Glutationa redutase (GR)

A enzima GR também apresentou grande variabilidade de dados. A média de
atividade foi de 88,86 = 53,27 nmol/mg prot no figado ¢ 1,937 = 1,17 nmol/mg prot na
branquia. Houve grande diferenga entre a acdo da enzima nos dois 6rgaos, sendo a atividade

mensurada no figado cerca de 45 vezes mais alta que nas branquias dos animais (Figura 26).

4.7.4 Lipoperoxidagdo (LPO)

Os niveis de peroxidagao lipidica também foram avaliados tanto no figado quanto
na branquia dos animais, tendo sido encontradas médias de 6,347 £+ 3,800 nmol TBARS/mg
prot e 1,117 + 0,6724, respectivamente. No figado, a atividade foi cerca de nove vezes mais
alta que na branquia (Figura 26). O coeficiente de variacao foi de 59,87% no figado e 60,21%
nas branquias.

Como ilustrado na figura 26, houve grande diferenca entre a atividade das

enzimas nos dois tecidos analisados.
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Figura 26. Resultado do ensaio de atividade enzimatica da glutationa s-transferase (GST), glutationa redutase
(GR) e peroxidagao lipidica (LPO) em figado (F) e branquias (B) de S. testudineus coletados no Rio Pacoti.
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Na tabela 10 estdo resumidos os resultados dos biomarcadores bioquimicos

analisados neste capitulo.

Tabela 10. Biomarcadores bioquimicos. Médias seguidas pelo erro e desvio padrio da atividade da EROD, GST,
GR e LPO medidas em Sphoeroides testudineus coletados no estuario do Rio Pacoti acordo com o o6rgdo
investigado (figado (F) e branquias (B)).

EROD GR-F GR-B GST-F GST-B | LPO-F | LPO-B
pmol/min/mg | nmol/min/mg | nmol/min/mg | nmol/min/mg | nmol/min/mg nmol/mg nmol/mg
N 50 50 52 36 52 53 40
Média 19,56 88,86 1,937 0,00004333 0,0008542 6,347 1,117
D. padrio 10,65 53,27 1,17 0,00004093 0,000887 3,8 0,6724
E. padrio 1,506 7,533 0,1623 0,000006821 0,000123 0,522 0,1063
Minimo 3,022 0,3156 0,3953 0,000002786 0,00002212 1,453 0,01391
Maximo 43,28 188,4 5,055 0,0001759 0,00297 16,38 2,764
C. variagdo 54.45% 59.94% 60.42% 94.46% 103.84% 59.87% 60.21%
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5. DISCUSSAO

Devido a caréncia de modelos padronizados para monitoramento ambiental no
nordeste brasileiro, buscou-se neste capitulo a implementagdo do uso do baiacu Sphoeroides
testudineus em estudos com biomarcadores de contaminagdo aquatica. Somado a isso,
objetivou-se avaliar a qualidade da foz do estuario do Rio Pacoti por meio da analise destes
parametros, além de contribuir para o conhecimento da biologia de S. testudineus.

Iniciando pela proporcao sexual, houve predominancia de machos com relagao as

fémeas numa propor¢do de 1:4,6. Estudando a dindmica de crescimento e peso de .
testudineus na gamboa do Perequé (Parand), Possato (2006) encontrou 6,5% de machos, 18,9%
de fémeas e 74,5% indeterminados, numa propor¢do macho/fémea de 1:2,9. Também no estado
do Parana, Rocha et al. (2002) encontraram uma propor¢ao sexual de 1:2 na gamboa do
Baguacu, Baia de Paranagua. A propor¢ao sexual em um ambiente pode flutuar de acordo com
o ciclo de vida dos individuos de cada género naquele momento. Adicionam-se a isso 0s
fatores mortalidade e momentos de desova que também exercem influéncia sobre esta
proporc¢ao (Vazzoler, 1996).

Os parametros biométricos e indices corpdreos sdo bastante utilizados por serem
facilmente mensurados e gerarem dados importantes com relagdo a saude geral e reprodutiva
dos organismos. Ainda assim, ha quem os considere indicadores fracos no sentido da falta de
correlagdo com o tipo de contaminagdo e pela interferéncia de outros fatores como
disponibilidade de alimento, doencas e parasitismo (Sanchez et al. 2007, 2008a e 2008b). No
tocante aos registros biométricos, foram encontrados valores bastante varidveis de peso
corporeo. Este resultado se deve, primordialmente, a aleatoriedade empregada na coleta, onde
os animais nao foram escolhidos de acordo com tamanho, tendo sido todos os capturados
transportados ao laboratorio. J& o comprimento variou um pouco menos, tendo os dois

parametros se correlacionado positivamente. Esta correlacdo era esperada e também pode ser
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observada para outras espécies. Alias, esta relagdo ¢ vastamente empregada com o intento de
se estipular o indice de condi¢do, fator utilizado como indicador integrativo do status de
saude do animal (Leatherland, 2010; Sanchez et al. 2008a ¢ 2008b). Houve pequena variagao
do IC entre os animais coletados no estuario do Rio Pacoti, com valores variando entre 2,4 a
4,7 (Coeficiente de variacdo: 14,12%). Sanchez et al. (2008b) destacam que o IC ¢ um
parametro sensivel, apesar de nao permitir estabelecer relagdes entre o tipo de contaminacao e
as suas variagdes. No mesmo estudo, os autores obtiveram pequena variagao do indice (0,85 a
1,00) com Gasterosteus aculeatus coletados em diferentes lugares com niveis distintos de
contamina¢do. Em outra avaliagdo conduzida por eles (Sanchez et al. 2008a) utilizando o
mesmo organismo, ndo foi encontrada variagdo entre as diferentes estacdes do ano, quando
foram realizadas as coletas (IC: 0,8 a 1,0).

Os indices gonado-somatico (IGS) e hepato-somatico (IHS) também fornecem
informacdes importantes sobre o status fisioldgico dos organismos e sao geralmente citados
como ferramentas importantes na comparagao entre diferentes corpos de agua (Sanchez ef al.
2008b; Stansley & Washuta, 2007), ou mesmo diferentes pontos de amostragem ou estagdes
num mesmo corpo d’agua (Hashimoto et al. 2003; Prado et al. 2011); entre substancias (Pait
& Nelson, 2003), ou diferentes tratamentos experimentais e concentragoes (Diniz ef al. 2005;
Diniz et al. 2010; Moura Costa et al. 2010; Vazquez et al. 2009).

Os resultados de IGS calculados de 59 espécimes apresentaram enorme variagao
(coeficiente de variagdo = 82,5%). Estudos realizados desde 1996 tém demonstrado uma
relagdo estreita entre o estagio de maturagao e aumento de peso de ovario em relagdo ao peso
corporal em peixes teledsteos devido a mudangas durante o ciclo reprodutivo (Vazzoler,
1996). Embora dificil de provar, o elevado coeficiente de variagao dos pesos médios das
gbonadas em nosso estudo poderia ser associado a tais efeitos. Rocha e colaboradores (2002)

coletaram exemplares de S. festudineus durante um ano na Baia de Paranagua (Parand) e
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encontraram grande variagao no IGS em fémeas, com médias variando entre 0,31 ¢ 9,11%.
Com base nesses dados, podemos observar como essa relacao ¢ alterada ao longo de um ano
explicando a baixa correlacdo encontrada em nosso conjunto de dados. Em outro estudo com
o baiacu S. annulatus, no México, Sanchez-Cardenas et al. (2007) também nao encontraram
nenhuma uniformidade nos valores de IGS visto que apresentaram variacdo temporal
significativa, com valores médios de 0,38 a 10,11% nas fémeas.

O figado, principal local de desintoxicagdo de xenobioticos, ¢ muitas vezes um
dos 6rgaos mais estudado nos vertebrados (Vazquez, 2009), e as flutuagdes no IHS podem ser
consideradas como indicadores de contaminantes no ecossistema (Diniz et al. 2005; Sanchez
et al. 2007). O THS neste trabalho variou bem menos que o IGS com valores entre 1,13 e 8,18.
Outros autores avaliando flutuacdes de IHS em diferentes espécies encontraram valores
similares aos do nosso trabalho. Foi o caso de Sanchez et al. ¢ (2007) e (2008b) com
Gasterosteus aculeatus coletados em lagos franceses onde os autores encontraram, nos dois
estudos, valores médios de IHS de machos e fémeas variando de 2,0 a 8,2% com forte
aumento em locais mais poluidos (Sanchez et al. 2008b). Ja Prado et al. (2011) com lambaris
coletados no reservatorio de Furnas obtiveram valores inferiores (IHS: 0,46 — 1,0). Sanchez et
al. (2007) encontraram os mais altos valores de IHS em locais fortemente impactados e
atribuem o aumento do figado aos efeito dos contaminantes.

O estudo histolégico dos ovarios e testiculos ndo revelou sinais de alteracao de
acordo com a estruturagdo normal esperada destes tecidos. A histopatologia de gonadas tem
sido utilizada mundialmente como biomarcador para perturbacdo enddcrina em peixes (Diniz
et al. 2010; Hashimoto et al. 2003; Moncaut et al. 2003; Prado et al. 2011; Vazquez et al.
2009). Embora as abordagens morfologicas nao sejam tao apropriadas como alerta precoce
em estudos de avaliagdo de risco ambiental, como biomarcadores bioquimicos, elas agem

eficientemente de forma integrativa (van der Oost et al. 2003).
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Ribeiro et al. (2012) tratam a histopatologia como "um dos métodos mais rapidos
e eficientes para detectar o nivel de efeitos toxicos em oOrgaos e tecidos". E o figado, nesse
cenario, atua como 0rgao importante por concentrar tarefas essenciais para a manutencao da
saude do organismo e ¢ um dos o6rgaos mais freqiientemente sujeitos as lesdes (Morrison,
2007). Como exemplo, podem-se citar os mecanismos de resposta celular ao estresse quimico.
E por isso que a histopatologia hepatica prové respostas bastante elucidativas funcionando
como biomarcador eficiente de poluicao ambiental.

Ap6s andlise cuidadosa nas laminas de figado dos baiacus, foram encontradas
lesdes degenerativas relevantes como: vacuolizagdo intensa, nucleos picnoéticos e areas de
necrose. O acumulo de substancias, causado por estresse quimico, pode levar as células a um
quadro de vacuolizagdo intensa, um dano ou resposta celular geralmente associada a uma
alteracdo no funcionamento metabolico. Quando exagerados, estes acimulos sdo capazes de
alterar os mecanismos normais da célula podendo levar a necrose ou apoptose da mesma
(Ribeiro et al. 2012).

Os nucleos picndticos sao condensamentos anormais dos nucleos, caracterizados
por uma coloragdo forte e escura nas laminas (Morrison, 2007). Sdo tratados como a mais
forte evidéncia de necrose tornando a cromatina densa com formato irregular (Newman &
Unger, 2003). O processo necrotico nao faz parte do metabolismo natural de células saudaveis
e estd associado a exposicao a poluentes. Existem diferentes tipos de necroses relacionadas a
diferentes tipos de doencas ou injurias, mas todas, fatalmente, sdo degenerativas e refletem a
morte celular ndo programada (Newman & Unger, 2003; Ribeiro ef al. 2012).

Ainda que tenham apresentado baixa ocorréncia, tais alteragdes no tecido hepatico
sugerem a presen¢a de contaminantes no estuario do Rio Pacoti.

Partindo para o biomarcador de efeito de desreguladores endocrinos, que vem a

ser a detecgdao de vitelogenina, nossos resultados apontam para um quadro de alerta neste
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tocante. Dos 18 animais juvenis submetidos ao imuno-ensaio, 14 foram VTG positivos, além
do tnico macho. Moura Costa (2012) alerta para o fato de que a maioria dos poluentes com
potencial para desregular o sistema endocrino € lipofilica e encontra-se acumulada na biota ou
em particulas em suspensao, estando mais biodisponivel para os animais que se alimentam de
microcrustaceos associados ao sedimento, o que vem a ser o caso do baiacu estudado. Estes
resultados de VTG representam um alerta de que o Rio Pacoti sofre com contaminagao por
compostos xenoestrogénicos.

Apesar da criagdo da Area de Prote¢io Ambiental (APA) do Rio Pacoti em 2000,
sabe-se hoje que o rio sofre fortes pressdes antrdépicas com um intenso crescimento na
ocupacdo de seu entorno nos ultimos anos. S3o inumeros os condominios residenciais
agregados a equipamentos de lazer que ocupam a area de forma indevida. Nao pode-se deixar
de destacar aqui que este adensamento faz com que o Rio Pacoti fatalmente seja utilizado
como destino final para esgotos domésticos e industriais nao tratados (Brasil, 2005; Queiroz,
2005).

Seguindo-se com a caracterizagao descritiva, foram examinadas as atividades
enzimaticas de EROD, GST, GR e LPO. A medicao da atividade da EROD tem sido utilizada
para a investigacdo da acdo de enzimas pertencentes a familia da Citocromo P450 e do
sistema de oxidases de fun¢ao mista (MFO) que atuam na detoxificagdo (Pereira, 2008). Em
nosso trabalho, obtivemos atividade média de 19,56 pmol de resorufina produzida por minuto
por cada miligrama de proteina (pmol/min/mg) com grande variabilidade dos dados. Também
utilizando S. festudineus em seus experimentos com HPA, Ribeiro (2007) obteve no controle
(composto de exemplares oriundos da Barra do Sai, litoral norte de Santa Catarina) média de
243,28 pmol/min/mg, valor este bastante superior. Vehnidinen et al. (2012) confirmam que
pode existir grande diferenca nos resultados de EROD tanto entre espécies quanto entre

individuos. Na tabela 11 pode-se visualizar os resultados da caracterizacdo de atividades de
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EROD em diferentes espécies realizada pelos autores supracitados em comparagdo com o

presente trabalho.

Tabela 11. Valores de atividade da EROD em fragao citosélica (S9) de diferentes espécies de peixes. Os dados
mostram média + 1 de desvio padrdo.

Espécie Atividade da EROD Fonte
(pmol/min/ mg prot)

Atlantic salmon Salmo salar 18+6 Vehnidinen et al. 2012
Landlocked salmon Salmo salar 11£5 "

Brown trout Salmo trutta 20+6 "

Brown trout Salmo trutta m. lacustris 27+9 "

Whitefish Coregonus lavaretus 10£8 "

Roach Rutilus rutilus 2+1 "

European perch Perca fluviatilis 20+7 "

Baiacu Sphoeroides testudineus 19+ 10 Este trabalho

Observando-se a tabela com os dados de Vehnidinen et al. (2012), pode-se notar
que os valores por eles obtidos aproximam-se da média encontrada neste trabalho (19,56 +
10,65 pmol/min/mg).

A glutationa S-transferase (GST) apresentou pouca ou nenhuma atividade nos
dois tecidos analisados neste estudo, além de exibir grande variabilidade nos dados. No
trabalho de Ribeiro (2007) com S. testudineus coletados em area controle, a atividade da GST
no figado teve média de 287,38 + 20,07 nmol/mg prot, muitissimo mais elevado que o valor
por no6s encontrado.

Alguns elementos curiosos podem ser notados em nossos achados com GST.
Primeiro, os valores da atividade da enzima em outros trabalhos sdo sempre superiores aos
valores por nos encontrados (Solé et al. 2003a e 2003b) as vezes até dramaticamente. Esta
observagao levanta algumas possibilidades sobre este trabalho: 1. perda de atividade da
enzima por tempo de armazenamento; 2. problemas metodologicos com artefato matematico
em conseqiiéncia do intervalo de variagdes muito pequenas (provavelmente mostrando a

variacdo basal proxima a zero), causado por niveis muito baixos. Nota-se, ainda, que a
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maioria dos autores considera o figado como 6rgdo mais eficiente para determinagdo da
atividade desta enzima, pois trata-se do principal 6rgdo de detoxificagdo onde agem as
enzimas de fase II de biotransformagdo, caso da GST (van der Oost er al. 2003). Neste
trabalho, a atividade encontrada nas branquias dos peixes, apesar de ainda diminuta, foi cerca
de duas vezes maior que no figado.

A enzima glutationa redutase (GR) tem consideravel importancia na manutencao
do equilibrio que deve existir entre GSH/GSSG em condig¢des de estresse oxidativo para que
as outras enzimas possam atuar. Apesar disso, a GR tem recebido pouca atencao por parte dos
pesquisadores que utilizam enzimas antioxidantes. Um aumento da atividade da enzima ¢
esperado em animais expostos a contaminacdao (van der Oost et al. 2003). No presente
trabalho, obtivemos atividade da GR com média de 88,86 nmol/mg prot no figado e 1,937 na
branquia. Quando comparados com valores obtidos em outros estudos de campo, pode-se
observar grande diferenca. McFarland et al. (1999), em figado de Ameiurus nebulosus, obteve
0.735 nmol/mg prot em seu local de referéncia e 0.494 no ponto supostamente contaminado.
Larose et al. (2008), por sua vez, encontrou valores variando de 5,81 a 8,10 em lagos com
diferentes status de contaminacao por mercurio. Seguimos ainda com exemplo de Oliveira et
al. (2009) em cinco pontos criticos da Ria de Aveiro e um local de referéncia, de onde das
branquias de seus exemplares de Liza aurata obteve-se atividade média da GR de 5 nmol/mg
prot.

E possivel notar que todos os valores encontrados pelos autores supracitados séo
bastante inferiores aos do presente trabalho. Tanto os valores advindos de peixes coletados em
fazendas de cultivo, quanto em locais referéncia ou ambientes impactados. Para van der Oost
et al. (2003) a viabilidade da GR como biomarcador segue questionavel pois ha muitos casos
em que a enzima parece nao ser sensivel.

A andlise de lipoperoxidacao ¢ apontada por van der Oost ef al. (2003) como um
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dos melhores biomarcadores para monitoramentos ambientais uma vez que ¢ capaz de revelar
os danos causados pelo estresse oxidativo em si, € ndo simplesmente com a indicagao de que
o organismo esta sendo exposto a ele. Com relacao aos achados referentes a lipoperoxidagao,
também encontramos valores distintos entre os dois 6rgaos estudados (6,34 nmol TBARS/mg
prot no figado e 1,117 na branquia). Ballesteros et al. (2009) em estudo com Jenynsia
multidentata coletados em local referéncia (Rio San Antonio, Argentina), obtiveram média de
0,56 nmol TBARS/mg prot no figado e 0,11 nas branquias. Ja Oliveira et al. (2009)
encontraram nivel médio de LPO de aprox 1 nmol TBARS/mg prot em branquias de Liza
aurata coletados em um ponto referéncia da Ria de Aveiro.

No tocante aos biomarcadores bioquimicos por nds analisados, emerge uma 6bvia
necessidade de estudos posteriores com S. testudineus. Estudos nos quais poderao ser feitas
comparagoes entre diferentes pontos do Rio Pacoti, diferentes épocas do ano e também outros
corpos d’agua para que essas respostas possam ser mais bem conhecidas e caracterizadas para
futuros monitoramentos ambientais. A analise descritiva dos valores sem comparagdes entre
pontos ou tratamentos mostra-se relativamente limitada e traz consigo esta necessidade por
novas investigagdes. Contudo, o conhecimento dos valores por nds encontrados ¢
fundamental para as comparagdes futuras, pois trata-se de um panorama inicial que servira
como background as proximas investigacdes com esta espécie utilizando-se os mesmos
métodos ja empregados. Sanchez ef al. (2007) destacam a necessidade de se caracterizar
valores e variagdes naturais de biomarcadores que sirvam como base para estudos posteriores
para que, também, seja possivel reconhecer os fatores interferentes.

E importante salientar que, apesar de se tratar de um estudo preliminar,
encontramos indicativos (VTG e alteragdes no figado) de que o estudrio do Rio Pacoti
encontra-se ameacado por contaminagao, inclusive com potencial para desregulacao

enddcrina.
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Como bem afirmado por Costa (2006), ainda existe certa escassez de estudos que
visem padronizar métodos com biomarcadores em peixes de dguas tropicais. Infelizmente, ¢
notdrio que essa escassez € ainda mais severa no nordeste brasileiro, onde poucos grupos de
pesquisa se debrugcam sobre esta problematica. Portanto, faz-se necessario e urgente que estes
biomarcadores e organismos-modelo sejam padronizados, que sejam gerados dados que
sirvam como subsidios para que os envolvidos com o gerenciamento ambiental possam tomar
boas decisdes. Este trabalho pretende prestar uma contribui¢do sob este ponto de vista,
agregando mais informagdes, também, acerca do estado de degradacao do estudrio do Rio

Pacoti, corpo d’agua da maior importancia para o estado.
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6. CONCLUSOES

Pode-se concluir que a utilizacao de S. testudineus na avaliacdo de contaminacao
mostrou-se viavel e, portanto, a espécie tem seu uso validado para trabalhos futuros utilizando-
se 0s mesmos parametros analisados neste estudo.

Os resultados sugerem também que estuario do Rio Pacoti, muitas vezes usado
como um local de referéncia, pode estar sofrendo com a contaminagdo, uma vez que foram
observados danos no figado de peixes coletados e, também, por ter sido verificada a evidéncia
de feminiza¢do. Houve grande variacdo nos resultados com biomarcadores e, por isso, ha
necessidade de estudos posteriores para analise destas respostas enzimaticas em S. festudineus
de diferentes pontos do Rio Pacoti, em diferentes €pocas e também em outros corpos d’agua
para que essas respostas possam ser bem caracterizadas para uso em futuros monitoramentos

ambientais.
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ANEXO 1. Decreto estadual de criagio da Area de Protegdo Ambiental (APA) do Rio Pacoti.
Fonte: http://antigo.semace.ce.gov.br/biblioteca/legislacao/conteudo legislacao.asp?cd=75.

Decreto N° 25.778, de 15 de Fevereiro de 2000 (DOE - 17.02.2000).

O GOVERNADOR DO ESTADO DO CEARA, no uso das atribui¢des que lhe confere o art.
88, incisos IV e VI, da Constituicdo Estadual, tendo em vista o disposto nos arts. 8° ¢ 9°,
inciso VI das Leis Federais n.° 6.902 de 27 de abril de 1981 e 6. 938 de 31 de agosto de 1981,
respectivamente.

CONSIDERANDO a riqueza e relevancia dos ecossistemas presentes no entorno do Rio
Pacoti, manguezal, corddo de dunas, matas de tabuleiro e ciliar, regido de equilibrio ecoldgico
bastante fragil e passivel, portanto de uma protecao especial por parte do poder publico e da
sociedade;

CONSIDERANDO a necessidade de preservar a foz do Rio Pacoti e dareas verdes
componentes do seu ecossistema na por¢ao leste da Regido Metropolitana de Fortaleza, dada
a crescente ocupacao que nesta se verifica,

CONSIDERANDO a expansao do setor turistico no Estado do Ceara, que implica na
preservacao de nossas paisagens naturais, pressupondo para a sustentabilidade desta atividade
e a mobilizagdo dos diversos setores da sociedade civil em defesa da preservacao do Rio
Pacoti e dos seus ecossistemas;

CONSIDERANDO a existéncia de areas com baixa ou nenhuma ocupagdo, com relevante
interesse ecologico para a regido e sem protecao juridica adequada, a importancia de manter
espagos para o desenvolvimento de pesquisas e projetos de educagdo e zoneamento ambiental,
na regido do baixo Pacoti, no Estado do Cear4;

CONSIDERANDO a importancia da bacia do Rio Pacoti para o Sistema de Abastecimento
d’agua da capital, DECRETA:

Art. 1° - Sob a denominacio de APA DO RIO PACOTI, fica declarada Area de Protecio
Ambiental (APA) a area situada entre os municipios de Fortaleza, Eusébio e Aquiraz, todos
no Estado do Ceara, compreendendo o Rio Pacoti, suas margens e terrenos contiguos, com
2.914,93 ha (dois mil, novecentos e quatorze hectares e noventa e trés centésimos de hectares)
e perimetro de 28.128,97m (vinte e oito mil, cento e vinte e oito metros € noventa e sete
centimetros), definidos no Anexo I a III, integrantes deste Decreto.

Art. 2° - A declaragao de que trata o artigo anterior, além de possibilitar um controle € manejo
mais eficaz sobre os ecossistemas do entorno do Rio Pacoti, tem por objetivos especificos:

I. Proteger a biodiversidade e assegurar o desenvolvimento das comunidades bioticas nativas;
II. Garantir qualidade satisfatoria dos recursos hidricos enfatizando-se o lencol freatico, a

conservagao dos leitos naturais das aguas fluviais e sua area de espairamento, evitando o
assoreamento e as agressoes por poluentes;
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III. Preservar as margens do Rio Pacoti, sua mata ciliar e a mata nativa de tabuleiro;
IV. Proporcionar a populacdo regional métodos e técnicas apropriadas ao uso dos recursos
naturais, de maneira a nao interferir no funcionamento dos refugios ecoldgicos, assegurando a

sustentabilidade, com énfase na melhoria da qualidade de vida da populagao local.

V. Ordenar o turismo ecologico, cientifico e cultural, e as demais atividades econdmicas
compativeis com a conservagao ambiental;

VI. Desenvolver na populagdo regional uma consciéncia ecoldgica e conservacionistas;

VII. Proteger o cordao dunar, a vegetacdo fixadora das dunas, ecossistemas fundamentais para
a recarga dos mananciais e dos recursos hidricos;

VIII. Preservar o manguezal e a regido meandrica do Rio Pacoti, para dar suporte a
reproducao de inimeras espécies da flora e da fauna aquaticas, garantindo a sustentabilidade

das atividades pesqueiras;

IX. Controlar ¢ ordenar o uso do solo na regido, disciplinado a crescente expansao
ocupacional;

X. Controlar e fiscalizar as atividades degradadoras da qualidade ambiental;

XI. Preservar o leito natural do Rio Pacoti e as areas de amortecimento de cheias, garantindo
0 escoamento para a vazao maxima do rio, evitando os problemas de inundagdes;

XII. Assegurar o desenvolvimento de projetos agricolas organicos nas areas destinadas a
agricultura;

XIII. Preservar a beleza cénica da area, garantindo a integridade da paisagem.
Art. 3° - Na APA do Rio Pacoti ficam proibidas as seguintes atividades:

I. Implantagdo ou ampliagdo de atividades potencialmente poluidoras ou degradadoras,
capazes de afetar os mananciais de agua, formas do relevo, cobertura vegeta, o solo € o ar;

II. Desmatamento total ou parcial de areas de preservagao permanente definidas no Codigo
Florestal, Lei Federal n.° 4.771, de 15 de setembro de 1965, artigos 2° e 3° e conforme
disposto no Decreto Estadual n.° 24.221, de 12 de setembro de 1996;

ITI. Atividades de terraplanagem, abertura de estradas, drenagem e escavagdo que venham a
causar danos ou degradacao do meio ambiente e/ou perigo para pessoas ou para a biota, salvo
em casos constantes na Instru¢do Normativa e devidamente aprovados pelo Comité Gestor,
devidamente constituido, com posterior homologagao pela SEMACE;

IV. Mineragao;

V. Exercicio de atividades capazes de provocar erosdao das terras e/ou um acentuado
assoreamento das cole¢oes hidricas;
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VI. Qualquer forma de utilizacdo que possa poluir ou degradar os recursos hidricos
abrangidos pela APA do Rio Pacoti, como também, o langcamento de efluentes, residuos ou
detritos capazes de provocar dano ao meio ambiente;

VII. Exercicio de atividades que impliquem matanga, captura, exterminio ou molestamento de
quaisquer animais silvestres;

VIII. Parcelamento do solo nas areas de preservacao permanente, estabelecidas em Instrugao
Normativa que regulamentara este Decreto, € nas demais areas quando nao apresentar prévia
autorizagao da Superintendéncia Estadual do Meio Ambiente - SEMACE, antecedida dos
respectivos estudos de impacto ambiental e relatoério de impacto ambiental, nos termos das
prescrigoes legais e regulamentares de acordo com os artigos 11 e 14 da Lei Estadual n.°
11.411, de 28 de dezembro de 1987;

IX. Uso de equipamentos nauticos motorizados nao autorizados pela SEMACE e que nao se
destinem as seguintes finalidades:

a) Turismo;

b) Pesca;

c¢) Pesquisa;

d) Fiscalizagao.

X. O trafego de dunas de vegetacao de veiculos automotores nao autorizados pela SEMACE;
XI. O desmonte ou atividades que danifique a vegetacdo fixadora das dunas;

XII. Queimadas;

XIII. Corte de madeira com fins comerciais e/ou de produgdo de carvao vegetal;

XIV. O uso de agrotoxicos, fertilizantes quimicos ou biocidas em desacordo com as normas
ou recomendagdes técnicas estabelecidas;

XV. O despejo de lixo ou qualquer residuo so6lido na interior da APA;
XVI. As demais atividades danosas previstas na legislacdo ambiental.

Paragrafo Unico - As areas ndo ocupadas e recobertas com vegetagido, somente poderdo ser
desmatadas, para qualquer tipo de atividade mediante licenca prévia apreciada pela entidade
gestora prevista neste Decreto.

Art. 4° A construcao ou reforma de unidades multifamiliares, conjuntos habitacionais, hotéis,
clubes e assemelhados na APA do Rio Pacoti dependerdao de prévio licenciamento da
Superintendéncia Estadual do Meio Ambiente - SEMACE, que somente poderda ser
concedido:
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I. Respeitando o zoneamento ambiental estabelecido na Instrucdo Normativa que
regulamentara este Decreto

II. Apods a realizacao do estudo prévio de impacto ambiental, exame das alternativas e a
avaliacdo de suas conseqli€éncias ambientais;

III. Mediante a indicacao das restricdes ¢ medidas consideradas necessarias a salvaguarda do
ecossistema da APA.

Paragrafo Unico - Em nenhuma hipédtese sera concedido o licenciamento previsto neste
Artigo, quando se tratar de area de preservagdo permanente definida nos artigos 2° e 3° da Lei
Federal n.° 4.771, de 15 de setembro de 1965 e Decreto Estadual n.° 24.221, de 12 de
setembro de 1996.

Art. 5° - A APA do Rio Pacoti obedecera ao seguinte macro zoneamento:

I. Zona de Protecao Integral;

II. Zona de Uso Sustentavel;

I1I. Area Especial de Conservagio.

§ 1° - A Zona de Protecao Integral obedece os limites estabelecidos neste Decreto, ficando
caracterizada como area de preservacdo permanente, conforme disposto na Lei Federal n.°
4.771, de 15 de setembro de 1965.

§ 2° A Zona de Uso Sustentavel obedece a delimitacao estabelecida neste Decreto, definida a
partir dos limites da Zona de Protecao Integral, sendo nela permitidos os usos descritos na
Instrugao Normativa que regulamenta este Decreto.

§ 3° - A Area Especial de Conservacgido integra a regido com 94,52 ha (noventa e quatro
hectares e cinquenta e dois centésimos de hectares) delimitada por uma poligonal de
4.891,89m (quatro mil, oitocentos € noventa € um metro e oitenta € nove centimetros) de
perimetro contida na APA do Rio Pacoti, destinada a proteger especialmente a mata nativa de
tabuleiro, conforme Anexos II e III integrantes deste Decreto.

§ 4° - A Area Especial de Conservagio, pelas peculiaridades do ecossistema que abriga, serd
regulamentada por Instru¢do Normativa especifica que dispora sobre o uso do solo e as
atividades econdmicas permitidas em seu interior, obedecendo as seguintes diretrizes:

a) Protecao da mata nativa de tabuleiro existente;

b) Estabelecimento de uma faixa de transi¢ao entre a area de preservagao permanente e a area
passivel de ocupagao;

¢) Uso voltado preferencialmente para empreendimentos de turismo, lazer, educagdo, cultura
e pesquisa;

d) Defini¢do da taxa de ocupagdo permitida na area.
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Art. 6° - Serao adotadas as seguintes medidas prioritarias para assegurar o pleno
funcionamento da APA do Rio Pacoti:

I. Zonecamento a ser efetivado através de Instrucdo Normativa, indicando as atividades a
serem incentivadas em cada zona como as proibidas ou restringidas;

II. Demarcagdo em campo com marcos fisicos ao longo das Zonas de Prote¢ao Integral;

ITII. Ampla divulgagdo das medidas previstas neste Decreto, objetivando o esclarecimento da
comunidade em geral e suas finalidades;

IV. Identificacdo e controle das fontes poluidoras e seus responsaveis através de estrutura de
fiscalizacado da SEMACE;

V. Elaboragao de planos de recuperagdo das areas degradadas;
VI. Adogao de providéncia para a retirada de detritos acumulados as margens do Rio Pacoti;

VII. Incremento da fiscalizagdo e monitoramento, através de convénios entre entidades
governamentais € ndo governamentais.

Art. 7° - A gestao ambiental da APA do Rio Pacoti seré realizada pela SEMACE em parceria
com o Comité Gestor constituido paritariamente com representantes de 6rgaos e institui¢des
publicas e setores da sociedade civil organizados, a ser regulamentado pela Instrucao
Normativa.

Art. 8° - O licenciamento ambiental e a fiscalizacao de que trata este Decreto serdo realizados
pela Superintendéncia Estadual do Meio Ambiente - SEMACE.

Art. 9° - As atividades, obras ou empreendimentos potencialmente causadores de degradagao
ambiental a serem implantados na APA do Rio Pacoti devem apresentar estudo de impacto
ambiental, a ser aprovado pela SEMACE, e submetido a apreciacao pelo COEMA.

Art. 10 - A ndo observancia das disposi¢des contidas neste Decreto sujeitard os infratores as
penalidades previstas nas Leis Federal n.° 9.605 de 12 de fevereiro de 1998, Estadual n.°
11.411 de 28 de dezembro de 1987 e 12.488 de 13 de setembro de 1995, na seguinte forma:

I. Adverténcia;

II. Multa, simples ou didria, de 50 (cinquenta) a 15.000 (quinze mil) vezes o valor nominal da
unidade Fiscal de Referencia, divulgado pelo Governo Federal na data da infracao;

ITI. Embargo;
IV. Suspensao total ou parcial da atividade;
V. Interdigdo, definitiva ou temporaria de direitos;

VI. Perda ou suspensdo, nos termos da legislagao aplicavel, de financiamentos concedidos por
institui¢des de créditos federais, estaduais ou municipais;
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VII. Perda ou restricdo de incentivos e beneficios fiscais concedidos pelos poderes publicos
Federal, Estadual e Municipal.

§ 1° - As penalidade previstas nos incisos III e IV poderdo ser aplicadas sem prejuizo das
mencionadas nos incisos I e II deste mesmo artigo.

§ 2° - O degradador ¢ obrigado, sem prejuizo da aplicagao das sangdes indicadas neste artigo,
a reparar os danos causados ao meio ambiente e a terceiros afetados por seu comportamento
ou atividade, seja culposo ou doloso.

§ 3° - Na aplicacao de multa de que trata o inciso II deste artigo, serdo observados os limites
previstos na Lei federal n.° 9.605 de 12 de fevereiro de 1998 e nas Leis Estaduais n.°s 11.411
de 28 de dezembro de 1987, ¢ 12.488 de 13 de setembro de 1995.

§ 4° - Na hipotese de reincidéncia , a multa simples ou diaria, podera ser aplicada em valor
correspondente ao dobro da anteriormente imposta.

§ 5° - A constatacao do dano ambiental, para fins de gradagdao das sangdes previstas no § 3°
deste artigo, sera feita através de relatorio técnico, subscrito pelo profissional que realizar a
inspecdo, o qual dispora sobre sua natureza e magnitude da degradacdo ou poluicdo
verificada.

§ 6° - No caso de infracdo continuada, a autoridade competente podera aplicar multa diaria,
observados os limites e valores estabelecidos pela lei, que cessard depois de corrigida a
irregularidade e ndo ultrapassara o periodo de 30 (trinta) dias corridos, contados da sua
imposicao.

§ 7° - a multa podera ter sua exigibilidade suspensa se o infrator, mediante termo de
compromisso assinado e aprovado pelo 6rgdo ambiental que a aplicou, se obrigar a executar
as medidas estabelecidas com o fim de cessar e corrigir a polui¢ao ou degradacao ambiental.

§ 8° - As sancgdes previstas nos incisos III, IV e V deste artigo serdo aplicadas nos casos de
perigo iminente a saude publica ou na hipotese de atividades, obras ou empreendimentos que
estejam sendo executados em desobediéncia as prescri¢des legais e regulamentares, ou em
desacordo com licenga concedida, caso em que esta podera ser suspensa ou cassada.

§ 9° - Competira a autoridade que conceder os beneficios, incentivos ou financiamentos, nos
termos da Lei Federal n.° 6.938 de 31 de agosto de 1981, o ato declaratorio da suspensao,
interdi¢ao ou perda, referidos nos incisos IV e VII deste artigo.

§ 10 - As penalidades pecuniarias serdo impostas pela Superintendéncia Estadual do Meio
Ambiente - SEMACE mediante Auto de Infragcdo, de acordo com as normas e procedimentos
aplicaveis.

Art. 11 - Visando atingir os objetivos deste Decreto, a SEMACE devera firmar convénios
com a Secretaria de Recursos Hidricos - SRH, podendo ainda firmar parcerias com entidades
governamentais € ndo governamentais.
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Art. 12 - Os estudos para zoneamento ambiental da APA do Rio Pacoti serdo realizados pela
SEMACE no prazo de 90 (noventa) dias; a contar da data de publicacdao deste Decreto, prazo
em que também devera ser baixada a Instru¢do Normativa que detalhard suas respectivas
normas, em especial as contidas nos arts. 3° e 5°.

Art. 13 - Este Decreto entra em vigor na data de sua publicacdo, revogadas as disposi¢cdes em
contrario.

Fortaleza, 15 de fevereiro de 2000.

Tasso Ribeiro Jereissati

GOVERNADOR DO ESTADO DO CEARA
Francisco de Queiroz Maia Junior

SECRETARIO DA INFRA-ESTRUTURA
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APENDICE 1. Valores de peso total corpéreo (g) do baiacu Sphoeroides testudineus apds exposi¢io ao horménio femininol7 B-Estradiol (E2).

Mensuracdes realizadas no inicio e no final do experimento, acompanhados pelo delta de variacao.

95,6 94,8 0,8 61 58,6 2,4 41,4 39,8 1,6
452 38,4 6,8 39,6 43,5 -3,9 33,6 37,6 -4
69,2 63,3 5,9 64,5 57,8 6,7 46,7 42,5 4,2
64,4 59,8 4,6 93,8 86,4 7,4 96,7 93,1 3,6
75,9 73 2,9 68,9 66,5 2,4 67,1 64,4 2,7
64,1 61,9 2,2 86,9 87,5 -0,6 91,1 85,2 5,9
Controle 88,1 89.4 -1,3 5 mg/Kg 65,5 64 1,5 10 mg/Kg 52,8 50,2 2,6
15 dias 66,1 66,3 -0,2 15 dias 65,7 63,3 2,4 15 dias 77,8 74,8 3
71,8 69,7 2,1 78,3 77,3 1 72,3 70,2 2,1
23,7 20,3 3,4 36,6 29 7,6 33,3 26,3 7
35,4 30,2 5.2 37,6 33,4 4,2 48,5 43,7 4,8
40,5 32,1 8,4 30,3 21,7 8,6 96,3 91,3 5
26,9 25,1 1,8 31,4 25,3 6,1 36,6 29,3 7,3
24,5 22,3 2,2 32 23,1 8,9 37,4 34,3 3,1
48,5 43,8 4,7 66 61,3 4,7 41,1 27 14,1
65,9 61 4,9 67,7 64,5 3,2 61,7 55,2 6,5
84,1 81,5 2,6 74,2 63,8 10,4
96,8 90 6,8 76,5 67,3 9,2

78,7 73,8 4,9
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APENDICE 2. Valores do indice gonado-somético (IGS) e indice hepato-somatico (IHS) do baiacu Sphoeroides testudineus apbs exposigio ao

hormdnio feminino17 @-Estradiol (E2).




