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Resumo

O herbicida atrazina € um dos pesticidas mais encontrados em ecossistemas
aquaticos em todo o mundo. Nesse estudo os efeitos da atrazina, em concentragdes
subletais, foram avaliados nas branquias de Prochilodus lineatus quanto aos
aspectos morfo-funcionais do érgdo. Exemplares juvenis de P. lineatus foram
divididos em 4 grupos: controle e expostos & atrazina (2, 10 e 25 pg.L™") por 48 horas
ou 14 dias. Apds os periodos experimentais, amostras de sangue foram obtidas por
puncdo caudal para analise dos ions plasmaticos, as branquias foram removidas e
amostras fixadas para analise morfolégica (imunohistoquimica de células-cloreto,
microscopia eletrbnica de varredura, histoquimica de células mucosas e
histopatologia) ou congeladas para analises bioquimicas (atividade da enzima
Na*/K*-ATPase e enzimas antioxidantes, GSH e determinacdo de hidroperdxidos de
lipidios). A atividade das enzimas de defesa antioxidante (SOD, CAT e GST) e
formacdo de hidroperéxidos de lipideos aumentou no grupo exposto a 10 ug.L™" por
14 dias. Apesar de ocorrer um aumento na Na* e ClI" e na osmolaridade plasmatica
do grupo exposto por 14 dias nao foi caracterizado desequilibrio eletrolitico visto que
a razdo Na'/Cl foi similar em todos os grupos. O numero total de células-cloreto
(CC) diminuiu significativamente apenas no grupo exposto a 25 pg.L™' de atrazina
(48 h) e houve um aumento da densidade das CCs na superficie epitelial e da area
fracional das CCs em ambos os tratamentos (48 h e 14 dias) nas concentracdes de
25 e 10 pg.L™", respectivamente. A atividade da enzima Na*/K*-ATPase ndo foi
alterada em nenhuma condicdo experimental. Em ambos os periodos houve uma
diminuicdo no numero de células mucosas contendo mucinas sulfatadas. Hipertrofia
e ruptura do epitélio lamelar e congestdo vascular foram as lesées mais comuns
encontradas no tecido branquial em animais expostos a atrazina a 25 ugL™ (14 dias)
e o Indice de Alteracdes Histopatologicas foi calculado como leve a moderado. As
alteracbées observadas nas branquias de P. lineatus ap6s a exposicao a atrazina
sugere que nas concentracoes testadas, similares as encontradas em ambientes
naturais, pode causar alteracbes moderadas nas branquias e comprometer as

funcdes do érgao.
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Abstract

The herbicide atrazine is one of the most common pesticides found in the
aquatic ecosystems all over the world. In this study the effects of atrazine, at
sublethal concentrations, were evaluated on the gills of Prochilodus lineatus.
Juveniles P. lineatus were divided in 4 groups: control and exposed to atrazine (2, 10
e 25 pg.L™") for 48 hours or 14 days. After the experimental periods, blood samples
were taken by caudal puncture for ion plasma analusis and the gills were removed
and samples were fixed for morphological analysis (chloride cell
immunohistochemistry, scanning electron microscopy, histochemistry of mucous cells
and histopathology) or frozen for biochemical analysis (Na*/K*-ATPase and oxidative
stress enzyme activity, GSH and determination of lipid hydroperoxidation). The
activity of antioxidant enzymes (SOD, CAT e GST) e lipid peroxidation increased in
fish of group exposed to 10 pg.L™ for 14 days. Although there was an increase on
plasma Na* e CI" and osmolality in fish exposed for 14 days it was not characterized
as ionic imbalance as the Na*/CI’ ratio was similar in all groups. The total number of
chloride cells decreased significantly only in the group exposed to 25 ug.I" of atrazine
(48 h) and the CC density at epithelial surface and the fractional surface area of
chloride cells increase in both treatments (48 h and 14 days) in fish exposed to 25
and 10 pg.I", respectively. The Na*/K*-ATPase activity was not altered in any
experimental condition. The number of mucous cells containing sulfated mucins
decreased. Hypertrophy and disruption of lamellar epithelium and vascular
congestion were the most common injuries found in the qill tissue of P. lineatus and
in fish exposed to 25 pg.I" atrazine (14 dias) the histopathological changes index was
calculate as slightly to moderate. In conclusion, the tested concentrations, which are
similar to those found in natural environments, may cause alterations in the gills of P.
lienatus, so as not to endanger the vital functions of the gills and homeostasis of the
animal. The changes observed in the gill of P. lineatus after atrazine exposure at
tested concentrations, similar to that found in the natural environment, suggested that
atrazine may affect the organ function.
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1 INTRODUGAO

1.1 Contaminacao do Ambiente Aquatico

Os ambientes aquaticos sdo denominados ecossistemas aquaticos de agua
salgada, salobra e de agua doce (limnicos). Os limnicos correspondem a 1% de toda
agua do planeta, sendo 97% desse total se encontram em fontes subterrdneas e sob
forma de neve ou geleiras. Os ambientes aquaticos envolvem uma complexa
interacdo entre microorganismos, plantas e animais e como sdo dinamicos, sofrem
forte influéncia de alteracdes climaticas e atividades antropicas.

O aumento da industrializacdo tem contribuido para aumentar a poluicao
ambiental, inclusive a poluicdo dos ecossistemas aquaticos por inumeros
agroquimicos (Wiegand et al., 2001). O uso massivo de pesticidas na agricultura tem
sido uma estratégia para o aumento da producdo de alimentos, mesmo
considerando que essas substancias podem alterar o meio ambiente (Chapadense
et al., 2009). Existem varias classes de pesticidas como os fungicidas, raticidas,
inseticidas, herbicidas, entre outros. Cada grupo apresenta um principio ativo
especifico com diferentes mecanismos de acdo e, conseqientemente, com
toxidades variadas (Modesto 2009). Dentre todos os pesticidas, os herbicidas sao os
mais utilizados na agricultura.

Os herbicidas sdo compostos orgéanicos sintetizados utilizados na agricultura
para controlar gramineas e ervas que sao consideradas invasoras (Javaroni et al.,
1999). O efeito fitotéxico de um herbicida compreende duas fases: 0 mecanismo de
acao e o modo de acao. Mecanismo de acao é o processo especifico do herbicida
sobre a célula, causando morte parcial da planta (morte foliar), entretanto, outros
processos sao necessarios para levar uma eliminacao efetiva (caule e raizes). A
somatéria desses processos compreende o modo de acdo (Machado, 2005). O
controle quimico para espécies invasoras € responsavel pela contaminacédo do solo
e da agua, pois somente 0,1% do que € aplicado atinge seu alvo especifico,

enquanto o restante tem potencial para se deslocar no ambiente (Ueta et al., 2001),
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governado por processos de retencdo (sorcao e adsorcdo), de transformacéao
(degradacao quimica e bioldgica), de transporte (deriva, volatilizacao, lixiviagao e
carreamento artificial) e de interacdo com organismos no meio onde estdo inseridos
(Spadotto, 2006).

A introducgéo dos herbicidas nos ecossistemas aquaticos ocorre durante e apés
as aplicagdes na agricultura, ou diretamente na agua, para eliminar espécies de
plantas indesejaveis, algas ou vetores de doencas (Rand et al., 1995). Uma vez na
agua, pode alterar as comunidades aquaticas, dependendo das caracteristicas da
agua, da comunidade biol6gica e do proprio poluente. Em alguns casos, os agentes
téxicos podem matar os animais e em outros, podem promover alteracdes subletais
ou se acumular em tecidos exercendo seus efeitos ap6s uma exposicdo mais
prolongada a concentragdes muito baixas, que dificilmente sado detectadas
quimicamente (Abel, 1989).

Os herbicidas sdo os agrotoxicos mais utilizados no Brasil, chegando a
aproximadamente 55% de todos os pesticidas utilizados (Correia e Langenbach,
2006). Desde as ultimas décadas seu uso tem crescido de forma acentuada em
solos agricultaveis brasileiros e uma das classes de herbicidas mais utilizadas sao
as triazinas. As propriedades das triazinas foram descobertas, em 1952, com
estudos realizados para testar esse herbicida no crescimento seletivo de plantas. A.
formulacao foi determinada a partir de suas propriedades fisico-quimicas e do modo
de aplicacdo (Javaroni et al., 1999).

As triazinas (simazina, propazina, ametrina, cianazina e atrazina) sao os
herbicidas mais antigos € mais comumente usados, representando cerca de 30%
dos herbicidas mundialmente comercializados (Tomita e Beyruth, 2002; Ventura et
al., 2008). No Brasil, esses produtos sdao empregados no controle pdés e pré
emergentes de plantas invasoras, devido a capacidade de inibir a fotossintese,
principalmente em culturas de milho e cana-de-acucar (Vidal e Merotto Jr., 2001).
Quimicamente, as triazinas sao derivados nitrogenados heterociclicos com estrutura
do anel aromatico contendo atomos de carbono e nitrogénio (Figura 1). A maioria
das triazinas é simétrica (s-triazinas), ou seja, os atomos de carbonos e nitrogénios
sao alternados entre si (Archangelo, 2003) e dentre elas, a atrazina € o principio

ativo mais utilizado no mundo.
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Figura 1. Grupos da triazinas. (A) 1,2,3-triazina. (B) 1,2,4-triazina. (C) 1,3,5-triazina ou s-
triazina.

1.2 Atrazina

A atrazina, cujo nome quimico é 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-
triazina (Figura 2), é o herbicida mais utilizado dentre os triazinicos. Assim como as
demais moléculas, é formada por um anel heterociclico clorado e N-alquilado, que
confere a molécula uma grande resisténcia a degradacgao biolégica (Howard, 1991;
Solomon et al., 2008). A atrazina foi comercializada pela primeira vez na década de
1950 e devido o seu uso intensivo durante todos esses anos, € o herbicida mais
detectado em monitoramento de ecossistemas aquaticos (Spadotto et al., 2004).

H3C\\/I\IH N\ Cl

|
NYN
HN. _CHs

CHs

Figura 2. Formula estrutural da atrazina.
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Por ter sido desenvolvida como um fitotéxico, como de um mecanismo de acao
seletivo para inibir a fotossintese, a toxidade da atrazina € maior em plantas que
animais. E absorvida mais facilmente pelas raizes e levada, via xilema, para a parte
aérea das plantas alvo (Rodrigues e Almeida, 2005). A atrazina inibe a fotossintese
via competicao pelo sitio de ligacao da plastoquinona Il no processo da transferéncia
de elétrons do fotossistema Il para o fotossistema | (Devine et al., 1993). Essa
inibicdo cessa a sintese de carboidratos, consequentemente levando a uma redugéo
no carbono e acumulo de CO, na planta, levando-a a clorose foliar (Giddings, 2005;
Solomon et al., 2008). A atrazina é utilizada para controle de plantas invasoras,
principalmente na cultura de algodao, milho, sorgo, feijao, abacaxi, soja e cana-de-
acucar, além do uso no preparo de areas para o plantio (Santana et al., 2003).

A molécula de atrazina é altamente persistente no ambiente por possuir
hidrélise lenta, alta sorcao pela matéria organica e argila, baixa pressédo de vapor,
alto potencial de escoamento e propriedade hidrofilica, apresentando moderada

solubilidade em agua (Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas da atrazina.

Variavel Dados

Nome Comum Atrazina

Nome Quimico 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-
triazina

N° CAS 1912-24-9

Férmula Bruta CgH14CINs

Ponto de Fuséo 173-175 °C

Estado fisico Branco, cristalino, ndo corrosivo, ndo explosivo

Peso Molecular 215,7

Presséo de Vapor 2,9.10-7 mmHg (a 20°C)

Constante de dissociacao 1,7 (a 21°C)

(PKa)

Coeficiente de particao 481
octanol : agua (Kow)
Coeficiente de particdo de 100
carbono organico (Koc)

Baseado em Eisler (1989) e Vidal e Merotto Jr. (2001).
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As concentracdes de atrazina no ambiente sdo extremamente variadas. Ela
pode ser encontrada até um ano apdés a aplicacdo e por essa razdo dessas
caracteristicas, torna-se um contaminante potencial de solos, aguas superficiais e
aguas subterrdneas (Ueta, 2001; Brodeur et al.,, 2009). A atrazina persiste sob
condicoes de clima frio e seco, em ambientes de pH estavel e solos com textura fina
(Graymore, 2001). A meia vida da atrazina na agua é de 41 a 237 dias. No solo ou
sedimento, varia entre 58 a 547 dias e por dissipagdo no campo é de 8 a 99 dias
(Novartis, 2000; Giddings, 2005; Solomon et al., 2008). Quantidades significantes da
mesma podem ser acumuladas no solo apos a aplicagdo, dependendo do tipo de
solo, percentual de matéria organica, quantidade de argila, pH e estrutura do solo. A
movimentacdo da atrazina ocorre principalmente na fase aquosa, portanto, o
transporte de atrazina adsorvido por solo erodido € possivel, porém nao muito
comum (Kookana, 1998). Uma grande quantidade é perdida para aguas superficiais
e subterrdneas através da lixiviacdo. Consequentemente, a contaminacao desses
corpos d’agua € inevitavel. Desse modo, a presencga de atrazina na agua aumenta o
potencial de exposicdo dos organismos aquaticos, particularmente os de sistemas
estaticos.

A contaminacdo por atrazina ocorre principalmente nas aguas superficiais e
I6ticas (rios e cdrregos), entretanto, em sistemas aquaticos Iénticos (lagos, lagoas,
zonas Umidas), a concentracéao de atrazina é freqlientemente 2-10 vezes maiores do
que nos l6ritcos (Kolpin, 1997; Rohr e McCoy, 2010). A atrazina na agua varia de
concentragdes altas, como acima de 1000 pg.L"' em aguas adjacentes a campos
tratados, até concentracdes baixas como 0,2 pg.L” (Readman et al., 1993; Schottler
et al., 1994; Graymore et al., 2001). Normalmente, as concentracbes de atrazina
encontradas em &guas sdo de aproximadamente 20 pg.L"' (Nwani et al., 2010),
porém, encontram-se, em raras ocasides, concentragcdes acima desse valor,
independente da area de aplicacdo (Battaglin et al., 2000; Giddings et al., 2005;
Solomon et al., 2008). A atrazina também pode ser encontrada em aguas de
precipitacdes locais e em grandes distancias, por exemplo, acima do circulo artico,
embora em baixissimas concentracdes. Hall (1993) relatou a presenga de 445 ng.L™
de atrazina em chuvas coletadas por 18 meses em locais diferentes em Ontario
(Canada). A presenca de atrazina em precipitacoes resulta da volatilizacdo durante o

processo de aplicacao (Solomon et al., 2008). Em ecossistemas estuarinos e de
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aguas costeiras, a presenca de atrazina é relativamente baixa devido a diluicao e
degradacao (Graymore et al., 2001).

O crescente numero de relatos de contaminacdes de ecossistemas aquaticos
pela atrazina levou a reducdo da concentracdo maxima permitida na Franca de 3
kg.ha' para 1,5 kg.ha' e a sua proibicdo dela na Alemanha, ltalia e Suécia. Nos
Estados Unidos, sua utilizacdo € controlada e é permitida uma concentracao de 3
ug.L" na agua e proibida em algumas &reas (Spadotto, 2004). No Brasil, a
concentragdo maxima permitida em aguas doces de classe | a classe Il € de 2 pg.L
! pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente, segundo a resolugdo CONAMA
357/2005 (CONAMA, 2005). As concentracdes recomendadas para aplicacao variam
de 2,5 a 4,5 kg.ha', e seguindo essa recomendacdo, uma aplicagdo é suficiente
para atender as necessidades da cultura (Compéndio de defensivos agricolas,
1999).

Uma vez no ambiente, a atrazina além de ser transportada e/ou retida, passa
por um processo de degradacdo. Os metabdlitos formados tém caracteristicas
préprias quanto a persisténcia e toxidade. Ha 5 principais processos de degradacao
da atrazina no ambiente: hidrélise, adsorcao, volatilizagdo, fotdlise e degradacao
biolégica (Graymore et al.,2001). A salinidade do solo também pode influenciar na
degradacao, ja que solos mais salinos possuem uma diminuicdo da comunidade
microbiolégica (Lin et al., 2008). Na agua, a atrazina é muito resistente a degradacgao
microbiolégica. Desse modo, a principal via de degradacao é a hidrélise, uma vez
que a fotblise nao ocorre em comprimentos de onda superiores a 300 nm (Howard,
1991; Winkelmann e Klaine, 1991; Solomon et al., 2008). Os principais produtos da
atrazina s&o: Desetilatrazina (DEA); Hidroxiatrazina (HA); desisipropilatrasina (DIA),
diaminocloroatrazina (DACT), desetilhidroxiatrazina (DEHA) e
desisopropilhidroxiatrazina (DIHA), apresentados na figura 3.
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Figura 3. Estrutura da Atrazina e seus principais metabdlitos (Solomon et al., 2008).

Segundo a agéncia de vigilancia sanitaria, ANVISA, a atrazina se enquadra na
classe toxicolégica Ill, a qual a denomina como moderadamente tdxica aos
organismos aquaticos (ANVISA). Animais aquaticos sao expostos quando o
herbicida atinge os corpos d’agua. Dessa forma, a atrazina demonstra-se bastante
toxica para algas, afetando diretamente as comunidades desses organismos
(Graymore et al., 2001). A toxicidade em invertebrados aquaticos é bastante relatada
e entre os diversos efeitos estdo, por exemplo, danos histolégicos em rins de
moluscos (Zupan e Kalafatic, 2003), aumento no numero de hemdcitos de
gastropodes (Russo e Lagadic, 2004) e disturbios osmorregulatérios em crustaceos
(Silvestre et al., 2002).

Em vertebrados aquaticos, efeitos letais e subletais de atrazina sao estudados
desde a década de 70 (Peters e Cook, 1973; Macek et al., 1976; Eisler, 1989) e até
hoje, procura-se entender a agado desse herbicida sobre esses organismos,
principalmente em peixes. De uma forma geral, varios estudos relatam que impactos
significativos podem ocorrer em baixas concentracées e em longos tempos de
exposicao (Graymore et al., 2001).

Para peixes, a concentracdo letal varia de 3 a 100 mg.L™", como por exemplo,
CL50-96h é 4,3 mg.L" para Poecilia reticulata e 100 mg.L" para Carassius carassius
(Giddings et al., 2005; Solomon et al., 2008), enquanto efeitos subletais podem
ocorrer em concentragdes menores que 2 mg.L" e apds longo tempo de exposicao,
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pode levar a alteracdées em varios tecidos desses animais (Neskovic’ et al., 1993). O
estado fisiolégico e o comportamento dos peixes podem ser afetados pela atrazina
mesmo em concentragbes tdo baixas como, por exemplo, 3 pg.L™" (Chapman e
Stranger, 1992; Davies et al., 1994; Graymore et al., 2001). Esses efeitos téxicos
resultam em alteracdes bioquimicas, fisioldégicas e morfolégicas em diversos tecidos
dos peixes (Heath, 1995), como por exemplo, formacdo de micronucleos em
Piaractus mesopotamicus (Moron et al., 2006) e mudancas comportamentais em
Brachydanio rerio expostos a concentragdes de 6 pg.L" de atrazina (Steinberg et al.,
1995). Entretanto, ha pouca bioacumulacao em peixes, pelo fato da atrazina ser
rapidamente metabolizada (Solomom et. al., 2008). Dessa forma, a atrazina nao
bioacumula ou biomagnifica na cadeia alimentar e as respostas toxicologicas e
fisioldgicas dependem da concentragcdo da atrazina na agua e do tempo de

exposicao.

1.3 O Uso de Peixes para Avaliacdo da Qualidade da Agua

A preservacdo da qualidade de agua nos ecossistemas aquaticos é de
fundamental importancia tanto para utilizacdo de recursos domésticos e agricolas
quanto para a preservacao da biota. Os programas de monitoramento ambiental
aquatico tém usado vertebrados aquaticos, no caso os peixes, como bioindicadores
para avaliacdo da qualidade de agua. O interesse no uso de bioindicadores no
monitoramento aumentou acentuadamente na ultima década pelo fato de estarem,
em geral, no topo da cadeia tréfica nesses ambientes (Adams, 2002). Esses
organismos sdo sensiveis as alteragdes no ambiente e as respostas biologicas
podem ser iniciadas em concentragdes de substancias quimicas abaixo do limite de
deteccao dos métodos analiticos disponiveis ou apds a exposicdo quimica ter
ocorrido. O uso dos peixes nao se restringe apenas na avaliacdo do numero e
abundancias de espécies no ambiente, mas uma analise detalhada das condi¢des
de saude da espécie via biomarcadores. Nesse contexto, as branquias dos peixes,

que exercem funcdes vitais para a sobrevivéncia e/ou adaptacdo dos peixes aos
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mais variados ambientes, tém sido consideradas como potenciais 6rgaos cuja
integridade poderia ser utilizada como indicadores da qualidade da dgua (Machado,
1999).

1.3.1 Branquias

As branquias dos peixes possuem uma grande area de superficie de contato
com o meio externo e tem um papel importante em inumeras fungdes vitais para os
peixes, incluindo respiracdo, alimentacado, osmorregulacao, equilibrio 4cido-base e
excrecao de produtos nitrogenados (Alazemi et al.,, 1996; Graymore et al., 2001;
Fernandes e Mazon, 2003). As branquias sao responsaveis pela transferéncia dos
gases respiratérios e a efetividade da sua funcao depende de um estado integro das
lamelas, considerando a espessura da barreira de difusdo 4gua-sangue, a
magnitude da ventilacdo e o fluxo sanguineo (Sakuragui et al., 2003).

Nos teledsteos, as branquias sao formadas por oito arcos branquiais dispostos
quatro a quatro lateralmente na cavidade orofaringea protegida e separada do meio
externo pelo opérculo (Figura 4 A). Em cada arco branquial, formado pelos ossos
epi- e ceratobranquial, existem expansdes denominadas rastros branquiais cuja
disposicao e formato anatémico esta relacionado aos habitos alimentares da espécie
(Eiras-Stofella et al., 2001). Do lado oposto estdo localizados os filamentos
branquiais ou lamelas primarias (Figura 4 B), unidos até certa extensdo por um
septo interbranquial. Em cada filamento, localizado acima e abaixo do seu eixo
longitudinal, ha lamelas transversais, ou lamelas secundarias, que sao os locais
onde as trocas gasosas ocorrem. A circulacdo branquial consiste em um circuito
artério-arterial e um artério-venoso. O primeiro esta relacionado a troca de gases
nas lamelas e é constituida pela artéria aferente branquial, artéria aferente primaria,
arteriola aferente lamelar ou secundaria, e ap6s o sangue passar pelas lamelas é
constituido por arteriola eferente lamelar ou secundéria, artéria eferente primaria e
artéria eferente branquial. O segundo é responsavel pela distribuicdo de parte do

sangue oxigenado aos tecidos branquiais e da origem a veia branquial. O fluxo
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sanguineo através das lamelas € contracorrente com o fluxo da agua entre elas
(Evans et al., 2005) (Figura 4 C).

Arco branquial -
Misculo constritor

Cavidade bucal

Filamentos
" branquiais
Vasos %
sanguineos ' - Fluxo de dgua
Cavidade
opercular
Fluxo de dgua
(o ’

Lamelas

Fluxo de dgua

Vasos Corte transversal
(€ sanguil i
guineos do filamento

Figura 4. Estrutura branquial de teledsteos. (a). Localizagdo das branquias; (b) e (c).
Ampliacdo dos arcos branquiais, filamentos e lamelas (Adaptado e traduzido de Hirose et
al., 2003)
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Os tipos celulares que constituem o epitélio do filamento da regido basal até a
superficie do epitélio sdo as células nao-diferenciadas, neuroepiteliais, células-
cloreto, células mucosas e células pavimentosas (Figura 5).

As lamelas sao constituidas de duas camadas de células, a camada externa,
em contato com a agua, que consiste de células pavimentosas e a camada interna
que consiste em células indiferenciadas (Ci) (Moron et al., 2009) que recobrem as
células pilares (CPi) que sao responsaveis pela sustentacédo e formacéao de espacos
por onde o sangue atravessa a lamela.

Figura 5. Estrutura das lamelas e principais tipos celulares nas lamelas e filamento de
teledsteos CPi = células pilares; Ci = células indiferenciadas; CPV = células pavimentosas;
CC = células-cloreto; SVC = seio venoso central; F= filamento; L = lamela. Coloracdo: Azul
de Toluidina. Barra de escala: 20 um (Foto: Marcelo G. Paulino).

As células pavimentosas (CPVs) recobrem 90% da area de superficie do
filamento e lamela. As células mucosas (CM) estao localizadas principalmente nas
bordas do filamento entre as células epiteliais e 0 muco produzido por elas, o qual

tem sido considerado como uma importante protecdo contra particulas abrasivas
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presentes na agua, bactérias, parasitas e poluentes, além de auxiliar a regulagcao
ibnica (McCahon et al., 1987; Handy et al., 1989; Singh e Munshi, 1996; Deszfuli et
al., 2003; Ledy et al., 2003; Powel, 2007; Singh e Banerjee, 2008; Moron et al.,
2009).

As células-cloreto (CC), ou células ricas em mitocéndrias (CRMs), estao
presentes principalmente no epitélio do filamento e s&o consideradas os locais
primarios de absorcdo ativa dos fons sédio (Na*), cloreto (CI) e célcio (Ca®*) em
peixes de agua doce e de secrecao ativa do cloreto de sédio (NaCl) nos teledsteos
marinhos. Em algumas condicbées ambientais, elas podem estar presentes nas
lamelas de algumas espécies (Evans et al., 2005). AS CCs sao caracterizadas pela
presenca de tubulos, ricos em unidades de Na*/K*-ATPase, formados por extensdes
da membrana basolateral no interior da célula, que aumentam a sua superficie

basolateral em contato com o meio intersticial.

1.3.2 Biomarcadores

Um biomarcador pode ser uma alteracéo bioquimica, fisiolégica ou morfolégica
como consequéncia do contato de um organismo a um xenobiético ou de seu efeito
(Melancon, 1995). Esses biomarcadores sdo excelentes ferramentas para monitorar
a saude dos ecossistemas aquaticos e tém sido usados em programas modernos de
monitoramento ambiental de paises desenvolvidos. Sensiveis ao agente estressor
ajudam rapidamente a identificar os mecanismos basicos da relagdo causal entre o
estressor e seus efeitos (Bainy, 1993; Adams, 2002).

Ao entrar no organismo, no caso dos peixes principalmente pelas branquias, o
xenobibtico é transportado via corrente sanguinea até os demais 6rgaos, onde séao
armazenados e metabolizados para posterior eliminacdo. Como a maioria dos
pesticidas € lipofilica atravessam as membranas causando danos aos componentes
celulares. O estudo da ecotoxicologia, seja um bioensaio ou biomonitoramento, deve
utilizar um conjunto de biomarcadores, tendo entdo uma visdo mais ampla dos

efeitos toxicos de contaminantes no organismo estudado (Hinton et al., 1992).
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1.3.2.1 Biomarcadores Bioquimicos

O uso de biomarcadores bioquimicos confere algumas vantagens, pois sao
normalmente os primeiros a serem detectados. S0 muitos sensiveis, apresentam
alta especificidade, sdo de baixo custo e fornecem informagbes do efeito metabdlico
causado pelo xenobidtico (Amorin, 2003).

A contaminacdo aquatica € um dos principais responsaveis pelo estresse
oxidante, devido ao aumento da produgcdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
nos organismos expostos (Ahmad et al., 2000). O termo ERO também é utilizado
para espécies que nao sao radicais livres, mas sdo capazes de gerar radicais livres,
como por exemplo, o peréxido de hidrogénio (H20.) (Halliwell e Gutteridge, 2000).

O oxigénio (O2) € uma molécula que pode ser parcialmente reduzida, formando
varios agentes quimicamente reativos. Quando reduzido de forma incompleta, pode
formar intermediarios reativos como os radicais superéxidos (O2"), hidroperoxil
(HO2") e o perdxido de hidrogénio (H-O.). As ERO podem reagir com todas as
biomoléculas celulares, alterando total ou parcialmente a sua funcao e afetando o
metabolismo. Uma das principais lesbes causadas pelas ERO é a peroxidagao
lipidica (LPO) ou lipoperoxidacdo, ou seja, a oxidacdo dos &acidos graxos
poliinsaturados da membrana celular (Hogg e Kalyanaraman, 1998). A LPO resulta
em transtornos na permeabilidade, alteracdo do fluxo ibnico, alteracdo da
seletividade de nutrientes e posteriormente, levando ao rompimento da membrana
ou mesmo quebras em moléculas menores, como determinados aldeidos, que por si
s ja sao toxicos para a célula (Halliwell e Gutteridge, 2000).

Os radicais livres sdo formados em condicoes fisiolégicas em proporcoes
controladas pelos mecanismos de defesas antioxidantes celulares, que sé&o os
responsaveis pela inibicdo e/ou reducdo das lesées causadas pelas ERO. Essas
defesas antioxidantes podem ser classificadas como enzimaticas e ndo enzimaticas,
de acordo com sua estrutura bioldgica. Entre as enzimaticas destacam-se as
defesas primarias como a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e enzima de biotransformagao glutationa S-transferase (GST),
enquanto que, entre os sistemas ndo enzimaticos destacam-se o dissulfeto de
glutationa (GSH), e vitaminas A, C e E (Schlenk et al., 1999).
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Nos eucariontes, a SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes
grupos prostéticos na sua composi¢dao: Cu-Zn SOD e SOD-Mn. Essa enzima tem
funcédo importante, pois catalisa a dismutacédo do radical superéxido em peréxido de
hidrogénio e agua (Equacéao 1). Dentre os diferentes tipos de SOD, que depende do
metal que atua como co-fator em seu sitio catalitico, todas agem da mesma forma

como apresentada na equacao 1 (Monteiro, 2010).

20~ + 2H* —2» H,0, + O,

Equacao 1. Desintoxicacdo do radical superoxido (O,”) pela enzima superoxido dismutase
(SOD)

A CAT é uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a reducao do H>O, em
agua e O, (Equacédo 2) e por isso considerada um dos maiores componentes de
defesa antioxidante primaria (Gaetani et al., 1989). A CAT decompde o perdxido de
hidrogénio a uma taxa extremamente rapida de cerca de 10’ mol.L".seg
(Scandalios, 2005). Por possuir um K, elevado, a CAT é dificilmente saturada pela
concentracdo de H»O.. Segundo Scandalios (2005), a reducdo do peroxido de
hidrogénio pela CAT requer altas concentracées de H-O,, atuando como um suporte
para o sistema glutationa dependente. Sendo assim, em baixas concentracdes, 0s
peroxidos seriam eliminados pela GPx e em altas concentragdes pela CAT.

H,0, + H,0, — =2 2H,0 + O,

Equacao 2. Desintoxicagao do peroxido de hidrogénio (H.O.) pela enzima catalase (CAT).

A GPx é uma enzima que catalisa a reducao do H-O. e de hidroperdxidos de
acidos graxos (LOOH, onde L é um lipideo), convertendo-os em agua € seus
correspondentes alcodis ndo téxicos (Equacao 3 e 4, respectivamente) (Nordberg e

Arner, 2001) por oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada
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(GSSG). A GPx é extremamente especifica para a GSH e tem capacidade de
desintoxicar rapidamente o H,O, e certos lipoperdxidos (Liebler e Reed, 1997). Em
relacdo a afinidade pelo peréxido de hidrogénio, a GPx tem maior afinidade pelo
substrato do que a CAT que tem menor afinidade porém age mais rapidamente
(Eaton, 1991).

H,0, + 2GSH —2*— GSSG + 2H.,0

Equacao 3. Oxidacado da GSH a GSSG, pela acdo da GPx, com H,O, como substrato.

LOOH + 2GSH —2— LOH + GSSG + H,0

Equacao 4. Oxidacdo da GSH a GSSG, pela acdo da GPx, utilizando hidroperéxido de
lipidio (LOOH) como substrato, onde: LOH = alcool n&o téxico.

A GST é uma familia de isoenzimas cuja atividade pode reduzir ou evitar que
ocorra o0 estresse oxidativo devido a metabolizacdo de uma grande variedade de
substratos hidrofébicos e eletrofilicos, por meio da conjugacdo desta com a GSH
que formam conjugados soluveis em agua facilitando a excrecao desses substratos
(Equacao 5) (Van der Oost et al., 2003). A acao integrada de todas as enzimas
antioxidantes (SOD, CAT, GPx e GST) é importante para a manutencao do equilibrio

e integridade celular (Schneider e Oliveira, 2004).

Substrato + GSH —22 3 GSH-conjugado + H*

Equacao 5. Conjugacédo da GSH com o substrato eletrofilico toxico (xenobibtico) pela agao
glutationa S-transferase (GST)

Dentre os antioxidantes ndao enzimaticos, a GSH € um elemento fundamental
para o sistema de defesa. A GSH é um tripeptideo que contém um grupo sulfidrila (-
SH) presente na cisteina, que confere a capacidade redutora a molécula (Meister e

Anderson, 1983). Pode variar de sua forma reduzida (GSH) para a forma oxidada



Introducao 16

(GSSG) e ser reciclada pela glutationa redutase (GR) para a forma reduzida
novamente. A GPx e a GST dependem da GSH, portanto a GSH é importante na
protecdo celular contra agentes oxidantes e na defesa contra xenobiéticos (Jordao
Junior et al., 1998). A acao integrada desses agentes antioxidantes enzimaticos e

nao enzimaticos estao representadas na figura 6.

R5P Glicose
PC
Dieta
NADPH + H* NADP* l
T GSH conjugadcl:f | e}gsgno
G A
GSSG

G5H
endogeno
ADP + Pi
H,O + LOH Y GSH sintetase
2 HEO‘ Vit. C Gli ATP
“Scavengers” 7-Glu-CisSH

ADP + Pi

1-Glu-CisSH
sintetase

(ex. Vits. C, E, A, L Eex——Vit. E
(x:f:fiimaj Loo*
OH*

Cis™ [N atp
Glutamato
2H* +2 0,500 LOOH NH,*
Citocromo cl 0, lc,a.T PDG
H,0
0, H,O + O, Glutamina

Figura 6. Esquema representando o sistema antioxidante, enzimatico e ndo enzimatico em
célula de mamifero (Fang et al., 2002).

O estresse oxidativo, inclusive nas branquias, €, em geral, um efeito tdxico
comum causado por pesticidas e 0s peixes respondem alterando a atividade das
enzimas antioxidantes para neutralizar os efeitos dos radicais livres gerados durante
a metabolizacao destes herbicidas no organismo (Viarengo et al 1997).

A atividade das adenosinas trifosfatases (ATPases) também € um biomarcador
sensivel de toxicidade (Yadward et al.,, 1990; Agrahari e Gopal, 2008). Elas
hidrolisam adenina trisfosfato (ATP) em adenina difosfato (ADP) e fosfato inorganico
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(Pi) (Kultz e Somero, 1995). Elas sdo enzimas de membrana e possuem variadas
formas, que sdo responsaveis pelo transporte de ions, volume celular, pressao
osmotica e permeabilidade da membrana (Kundu et al., 1992; Agrahahi e Gopal,
2008). Dessas enzimas, a Na'/K*-ATPase (NKA) (Figura 7) tem importancia na
regulacdo da osmolaridade do corpo todo (Alam e Frankel, 2006), promovida pelo
transporte ativo de ions sédio e ions potassio através da membrana (Bianchini et al,
1999).

ATP ADP + Pi

Figura 7. Modelo representativo da Na*/K*-ATPase e suas subunidades (adaptado de
Watson e Barcroft, 2001).

A NKA é formada por trés subunidades (a, B e y), onde a a é catalitica, possui
massa molecular de 100 kDa e possui sitios de ligacdo para o Na*, K*, Mg*?, ATP e
oubaina. A subunidade 3, menor e com massa molecular de 55 kDa, ndo possui sitio
de ligacdo, assim como a y, mas € importante pela insercdo na membrana e
localizacdo da enzima (Blanco e Mercer, 1998; Therien e Blostein, 2000; Lin et al.,
2004; Morrison et al., 2006). No transporte de ions, a enzima consiste em duas
diferentes conformacées, E1 (fosforilada) e E2 (desfosdorilada). Na primeira, ela tem
alta afinidade pelo Na* intracelular e na E2 tem alta afinidade pelo K* extracelular. A
ciclagem entre E1 e E2 resulta no transporte de 3 ions sédio para fora da célula e a
entrada de 2 ions potassio (Figura 8), utilizando uma molécula de ATP e um ion
Mg*? como co-fator na fosforilagdo da enzima (Horisberger, 2004; Massui, 2005).
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Fluido
Extracelular

Figura 8. Diagrama esquematico do funcionamento da Na”K*-ATPase. (1) O ATP e 3 Na*
se ligam no sitio especifico da enzima, (2) a enzima é fosforilada pelo ATP ocorrendo a
mudanca conformacional (E1) e o sitio para o sédio se torna exposto para a superficie
extracelular. As moléculas de sddio, agora com baixa afinidade pela enzima sao liberadas e
(3) 2 K* extracelular se ligam no sitio de ligacdo com alta afinidade. (4) A enzima é
desfosforilada e corre outra mudanga conformacional (E2) e (5) os ions potassio sao
levados para o interior celular. (Adaptado de Cummings, B. — Pearson Education, Inc)

O gradiente ibnico entre o meio externo e o fluido extracelular de peixes é
mantido por células branquiais especializadas, as células-cloreto. Essas células séao
caracterizadas pelos altos niveis de NKA (Perry, 1997; Karnaky, 1998; Choe et al.,
1999). Muitos pesquisadores ja mostraram que a abundancia e atividade da NKA
nas branquias sao alteradas quando a concentracdo de ions muda no ambiente
aquatico (Kamiya e Utida, 1968; Thomson e Sargent, 1977; Epstein, 1980; Shikano e
Fujio, 1998). Os xenobidticos podem alterar a atividade da enzima por interrupgéo
da producdo de energia em vias metabdlicas ou interagindo diretamente sobre a
enzima (Sancho et al., 1997; Agrahari e Gopal, 2008). Assim, a enzima NKA pode
efetivamente ser utilizada como um indicador da competéncia osmorregulatoria
(Shikano e Fujio, 1998).
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1.3.2.2 Biomarcadores Fisiolégicos Plasmaticos

Atualmente, biomarcadores fisiolégicos plasmaticos sao utilizados
extensivamente para documentar e quantificar tanto a exposicao quanto os efeitos
causados por esses poluentes (Winkaler et al., 2001). O sangue é o primeiro tecido
a entrar em contato com os xenobidticos e ao serem distribuidos entre os demais
tecidos, estes também sofrerao disturbios fisiolégicos devido a exposicao (Cerqueira
e Fernandes, 2002; Mazon et al., 2002; Ruas et al., 2008; Sadauskas-Henrique et
al., 2010). O sangue é constituido basicamente de células e plasma, onde estao
dissolvidos os gases, hormbnios e ions responsaveis pela homeostasia do
organismo. Distarbios no balango hidrico e na homeostase ibnica € uma
consequéncia do estresse em peixes. Isso ocorre entre a intima relagao entre os
fluidos corp6reos nas branquias e o ambiente externo (Wendelaar Bonga, 1997). A
alteracdo na concentracdo plasmatica de ions sodio, potassio e cloreto e a
osmolaridade sdo exemplos de efeitos subletais de poluentes em peixes (Abel,
1989). Assim, eventuais variacbes nos parametros hematolégicos, incluindo as
concentracdes de ions e osmolaridade, podem indicar alteracbes causadas pela
agente estressor (Camargo e Martinez, 2006).

1.3.2.3 Biomarcadores Morfologicos em Branquias

Alteracbes morfolégicas nas branquias podem representar estratégias
adaptativas para a conservacao de algumas funcdes biolégicas quando o animal
esta frente a mudancas na qualidade da agua (Laurent e Perry, 1991). Entretanto,
qualquer alteracao na estrutura das branquias afeta, diretamente ou indiretamente,
as trocas gasosas e o balanco hidromineral (Wendelaar Bonga, 1997).

Os estudos histopatolégicos merecem destaque, uma vez que ajudam a
identificar érgaos alvo da toxicidade e os mecanismos de acdo dos contaminantes.

Alteracdes histopatoldgicas tém sido amplamente utilizadas como biomarcadores na
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avaliacao da saude de peixes frente a exposi¢cao a contaminantes, tanto em estudos
de laboratérios (Wester e Canton, 1991; Thophon et al., 2003) como em estudos de
campo (Hinton et al., 1992; Schwaiger et al., 1997). Os efeitos em niveis
histopatoldgicos sao visiveis como em outras medidas de toxicidade, tais como
mortalidade e mudangas comportamentais (Wester, 2002).

Em uma revisdo que reuniu 130 publicacbes, Mallatt (1985) realizou um
levantamento sobre os tipos de alteragdes branquiais frente a agentes quimicos e
fisicos presentes no ambiente. Enfocando principalmente as regides interlamelar e
lamelar, as alteragbes morfolégicas mais encontradas foram: descolamento do
epitélio, necrose, fusao lamelar, hipertrofia das células epiteliais, hiperplasia lamelar
por crescimento celular, ruptura de células epiteliais, hipersecrecdo de muco,
aneurisma lamelar, congestdo (alteracdo no espaco sanguineo delimitado pelas
células pilares), proliferacdo de células mucosas e de células-cloreto e infiltracdo de
leucécitos no epitélio (edema), todas ilustradas na Figura 9 (Machado, 1999).
Lesdes nos tecidos aparecem a médio prazo em resposta a exposicdes subletais e a
relevancia da lesdo depende da importancia da patologia, isto €, como afeta a

funcéo do 6rgao e a habilidade do peixe para sobreviver (Bernet et al., 1999).
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Figura 9. Diagrama esquematico das les6es branquiais mais comuns. (A) lamela normal, (B-
F) lamelas alteradas. Abreviagbes: Ib = lamina basal; cc = célula-cloreto; mu = célula
mucosa; pi = célula pilar; ce = célula epitelial lamelar; svl = seio venoso lamelar; csm = canal
sanglineo marginal (Machado, 1999, modificada de Mallat, 1985).
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A CC sao iondcitos especializados e os principais locais de troca ibnica em
branquias (Hwang et al., 2007). Essas células sao ricas em unidades da enzima
Na*/K*-ATPase (NKA) na membrana basolateral, refletindo seu poder ativo no
transporte idnico.

A imunomarcacao permite a localizagao dessas células e a intensidade de
atividade da Na*/K*-ATPase, de acordo com a quantidade de unidades presentes, e
pode ser um excelente biomarcador para os processos osmorregulatérios em
branquias de peixes (Shikano e Fujio, 1998). Por sua vez, a superficie apical das
células-cloreto também tem sido amplamente utilizada para avaliar as respostas ou
alteracoes dessas células as condicbes ambientais (Laurent, 1984; Pisam e
Rambourg, 1991; Wilson e Laurent, 2002). Dependendo das caracteristicas fisicas e
quimicas da agua, pode ocorrer um aumento ou diminuicdo das células mucosas.
Sabe-se que a proliferacao e hipersecrecao das células mucosas envolvidas com o
sistema de defesa dos peixes frente ao agente exposto podem comprometer a
funcédo branquial, dependendo da severidade do processo (Fracéacio et al., 2003).
Dessa forma, a quantificacdo de células mucosas e tipo de mucina presente na

secrecao podem ser considerados como indicadores da qualidade da agua.

1.4 A espécie Prochilodus lineatus

Pertencente a familia Prochilodontidae, o género Prochilodus destaca-se pela
ampla distribuicdo na regidao neotropical e possui 13 espécies descritas até o
momento (Reis et al., 2003). Todas as espécies possuem corpo de porte médio a
grande e iliofagia (detritivoros), reofilia (dependem da correnteza do ambiente) e
capacidade migratéria no periodo de piracema. A espécie Prochilodus lineatus, o
curimbata (Figura 10), é também conhecida como curimba, curimata, curimata-pioa,
curimata-pacu, papa-terra e corimbota. Essa espécie possui desova Unica por
temporada e grande numero de 6vulos, fecundagao externa e auséncia de cuidados

parental (Lowe-McConnell, 1999).
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Figura 10. Exemplar de Prochilodus lineatus, curimbata (foto: Marcelo G. Paulino)

Os peixes P. lineatus se encontram distribuidos particularmente em toda bacia
do rio Parana-Paraguai e rio Paraiba do Sul (na regido sudeste do Brasil) (Castro,
1990). E uma espécie economicamente importante, principalmente como fonte de
subsisténcia de populacoes ribeirinhas como a pesca comercial (Cazenave et al.,
2009) e tem sido reproduzida em larga escala em pisciculturas, pois suas larvas
servem de alimentos a espécies carnivoras como o dourado (Salminus maxillosus)
(Orfao, 2006). Segundo a classificacdo de Valenciennes (1836), a espécie ocupa a

seguinte classificacao sistematica:

Classe: Osteicthyes
Subclasse: Actinopterigii
Divisao: Teleostei
Superordem: Acanthopteygii
Ordem: Characiformes
Subordem: Characoidei
Familia: Prochilodontidae
Género: Prochilodus
Espécie: Prochilodus lineatus
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Por também ser uma espécie detritivora, encontra-se em contato direto com
poluentes tanto na agua como no sedimento. Alguns trabalhos mostraram que essa
espécie € muito sensivel a diferentes contaminantes e por essa razao é considerada
potencialmente adequada para monitoramento ambiental (Mazon e Fernandes, 1999;
Da Silva et al., 2004; Martinez et al., 2004; Almeida et al., 2005; Camargo e Martinez,
2007).



Objetivos 25

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Tendo em vista que o herbicida atrazina é um dos mais utilizados na agricultura
e as branquias dos peixes estdo em contato intimo com os contaminantes
dissolvidos na agua, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
toxicolégico da atrazina em concentracdes subletais sobre as branquias de
curimbata, Prochilodus lineatus utilizando biomarcadores bioquimicos, fisiol6gicos e

morfolégicos durante exposi¢cao aguda e subcrénica.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar as respostas dos sistemas de defesas antioxidantes em branquias de
P. lineatus expostos a atrazina durante 48 h ou 14 d e determinar os efeitos
da atrazina sobre a producgao de hidroperdxidos de lipideos.

e Avaliar os efeitos na osmorregulagdo e no equilibrio ibnico de P. lineatus
expostos a atrazina durante 48 h ou 14 d.

e Avaliar, através de analises histopatolégicas, o efeito da atrazina nas
branquias de P. lineatus em exposi¢cao por 48 h ou 14 dias.

e Avaliar o potencial toxicolégico da atrazina sobre a densidade das células-
cloreto e células mucosas branquiais de P. lineatus expostos a atrazina por
48 hou 14 d.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Exemplares de curimbatd, Prochilodus lineatus (n=80), juvenis [Massa corporea
Mgy = 29,3 + 2,8 g e comprimento total (Ct) =13,7 + 0,6 cm] foram provenientes da
Estacdo de Aquicultura da Usina Hidroelétrica de Furnas, Sdo José da Barra, MG,
Brasil. Os animais foram transportados para o Laboratério de Zoofisiologia e
Bioquimica Comparativa (LZBC) de Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da
Universidade Federal de Sao Carlos.

Os peixes foram aclimatados, em torno de 30 dias, em tanques de 1000 L, com
aeracao e fluxo continuo de agua sem cloro. A agua foi mantida a 24 £ 2°C e o
fotoperiodo natural (~12:12 horas). Eles foram alimentados diariamente ad libitum
com ragao comercial (40% de proteina). Os parametros da qualidade da agua foram
monitorados e mantiveram-se em: oxigénio dissolvido (7.0-7.5 mg.L™"), pH (7,1-7,4),
condutividade (125-130 pS.cm™), alcalinidade (35-43 mg.L" CaCOj3) e dureza total
(39-50 mg.L™' CaCOs).

3.2 Delineamento Experimental

Os peixes foram divididos aleatériamente em oito grupos e apo6s aclimatagao por
24 horas. Cada grupo de peixes (n = 10) foi colocado em aquario (200 L) e mantido por
48 horas ou 14 dias em sistema semi-estatico com renovacao a cada 48 horas. Para
cada tempo de exposicao, um grupo controle (C) foi mantido em agua do laboratério e
os demais foram expostos a atrazina (Sigma, CAS n° 1912-24-9) nas seguintes
concentragdes: 2 pg.L”' (maxima permitda na agua pela resolugdo CONAMA
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357/2005), 10 pg.L™" (aproximadamente a concentracdo intermediaria da aplicada na
agricultura) e 25 pg.L™”, que é indicada para o uso da agricultura (Ventura et al., 2008).

As concentracbes de atrazina foram obtidas de uma solucdo estoque preparada
em metanol a 10 mg.mL™". Os parametros da 4gua, temperatura e o fotoperiodo foram
medidos como descritos na aclimatagdo. Os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica Animal (Protocolo n2 004/2009) e Ambiental local (Protocolo
n2013/2009).

3.3 Coleta de Amostras

No final do periodo de 48 horas ou 14 dias, amostras de sangue (0,5 a 1 mL)
foram obtidas via pung¢do caudal, com o auxilio de seringas heparinizadas e em
seguida, os peixes foram medidos, pesados e imediatamente sacrificados por
seccao medular. Posteriormente, as branquias foram cuidadosamente removidas e
lavadas em solucdo de salina fisiolégica (NaCl 0,9%), os arcos branquiais foram
separados e amostras foram fixadas, por 24 h, em solucdo de glutaraldeido (GTA)
2,5% em tampao fosfato de sédio 0,1 M (pH 7,3) para andlises histopatoldgicas e de
microscopia eletrbnica de varredura, e em solugdo de Bouin (acido picrico;
formaldeido e acido acético glacial) para analises histoquimica de células mucosas e
imunohistoquimica de células-cloreto. Outra parte das amostras foi congelada a -80
°C, em tampao SEI (Sacarose 0,3M-EDTA 0,0001M-Imidazol 0,03M, pH 7,4), para
determinacdo da atividade da enzima Na'/K"™-ATPase (NKA) e congeladas a -80°C

para determinagao da atividade das enzimas antioxidantes.
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3.4 Analises Plasmaticas

3.4.1 Separacao do Plasma

As amostras de sangue foram centrifugadas a uma velocidade de 11,235 xg a
4°C por 5 minutos. O plasma foi removido e congelado a -80 °C para analise da
osmolaridade e concentragao idnica plasmatica.

3.4.2 Determinacao da Osmolalidade Plasmatica Total

Para determinagdo da osmolalidade plasmatica total foi utilizado 50 uL do
plasma. A andlise foi realizada em um semi-microsmémetro (WOSMETTE
PRECISION SYSTEM), que tem como base o ponto de congelamento. A
osmolaridade foi expressa em mOsmol.Kg™.

3.4.3 Determinacdo da Concentracdo dos ions Plasmaticos

As concentragbes dos ions Na® e K" foram determinadas utilizando um
fotbmetro de chama (DIGMED DM-61). Para isso foi utilizado 30 pl do plasma
diluidos em 3 mL de agua destilada (1:100). A concentracdo de ions CI foi
determinada utilizando um kit comercial (LABTEST) com absorbancia de A = 490 nm,
em uma leitora de microplaca (Dynex Technologies Ltd., MRXTC, UK.).

As concentragdes de fons plasmaticos foram expressas em mEq.L™.
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3.5 Analises Bioquimicas

3.5.1 Preparacao do Homogeinizado

Depois de descongelados, os filamentos branquiais foram separados e
homogeneizados (1:3 m/v) por maceracdo em tampao fosfato de sédio 0,1M (pH
7,4) e centrifugados a 11000 xg por 5 minutos a 4 °C para determinagéao da atividade
das enzimas do estresse oxidativo.

Para a atividade da enzima NKA, os filamentos branquiais foram separados e
homogeneizados (1:2 m/v) por maceragdo em tampao SEIl + B-mercaptoetanol e

centrifugados a 11000 xg por 5 minutos a 4°C.

3.5.2 Determinacao da Proteina Total

O teor da proteina total da branquia foi determinado segundo o método de
Bradford utilizando Coomassie brilliant blue G-250 (Bradford, 1976), adaptado para
leitura em microplaca (Dynex Technologies Ltd., MRXTC, UK), conforme descrito por
Kruger (1994) e albumina bovina como padrdo. A absorbancia das amostras foi
medida em A = 595 nm. Os valores de proteina foram utilizados para expressar a

atividade das enzimas antioxidantes e atividade da enzima Na*/K*-ATPase.
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3.5.3 Determinacao das enzimas antioxidantes

3.5.3.1 Determinacao da atividade da superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pela medida da inibicdo da taxa de
reducao do citocromo C pelo radical superdxido, segundo a metodologia de McCord
e Fridovich (1969). Como referéncia, 1 mL de uma mistura reativa (tampao fosfato
de sdédio 50 mM pH 7,8; EDTA 0,1 mM; xantina 1mM; NaOH 0,001 M) mais 40 pul de
xantina oxidase foi utilizada para absorbancia padrao de 0,025 abs.min™. Para as
amostras, adicionou-se 10 ul da amostra e as leituras foram feitas em A = 550 nm.
Uma unidade de SOD representa a quantidade de enzima necessaria para produzir
50% de inibicdo da taxa de reducao do citocromo C, uma vez que a SOD dismuta o
radical superéxido em Hx0 e H,O,. A atividade da enzima foi expressa em U

SOD.min"".mg proteina™.

3.5.3.2 Determinacao da atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi mensurada pela avaliagdo continua do decréscimo da
concentracao de peroxido de hidrogénio em A = 240 nm, segundo a metodologia de
Beutler (1975). A reducao foi medida durante um minuto em cubeta contendo 1 mL
de solucao recém preparada de H.O, em agua destilada (30%), tampéao da catalase
(tris 1M; EDTA 5mM) e 10 pl da amostra. A reacao foi iniciada na adigdo do peroxido
de hidrogénio. A atividade da enzima foi expressa em umol H>O, metabolizado. min®

'.mg proteina™.
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3.5.3.3 Determinacao da atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx selénio-dependente foi determinada pelo método de
Hopkins e Tudhope (1973), baseado na oxidacdo do NADPH + H" em presenca do
peréxido de hidrogénio em A = 340 nm.

Em uma cubeta de quartzo foi adicionado 1 mL de meio de reagdo (NADPH,
azida sodica 5 mM, GSH, tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0) juntamente com 20
ul de glutationa redutase (GR), 20 pl de H>,O, 20 mM e 10 ul de amostra. A GPx
presente na amostra degrada o H>O. na presenca de GSH. A atividade da enzima

foi expressa em pmol NADPH oxidado. min"'.mg proteina™.

3.5.3.4 Determinacao da atividade da glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi medida de acordo com Keen et al (1976), utilizando-se
1-cloro-2-4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A mistura reativa continha 100
mM de CDNB em etanol 100%, 100 mM de GSH, tampao fosfato de potassio 100
mM (pH7,0) e extratos enzimaticos. Utilizou-se 990 puL da mistura e 10 pyL de
amostra. A formacdo do aduto glutationa-2-4-dinitrobenzeno foi monitorada pelo
aumento da absorbéancia a 340 nm contra um branco (sem amostra). O coeficiente
de extingdo molar de 9,6 mM™'.cm™ foi utilizado para o célculo da atividade da
enzima.

A atividade da GST foi expressa como a quantidade da enzima que catalisa a

formagéo de 1 nmol de produto por minuto por miligrama de proteina.



Material e Métodos 32

3.5.3.5 Determinacao do conteudo de glutationa reduzida (GSH)

A concetragdo de tidis ndo protéicos, incluindo a GSH foi determinada de
acordo com o método de Beutler e colaboradores (1963), utilizando o reativo de
Elmann (acido 5,5’-ditio di-2-nitrobenzoico — DTNB), adaptada por Wilhelm-Filho
(1996) e Wilhelm-Filho et al. (2005).

As amostras foram tratadas com acido tricloroacético (TCA) 12% (1:1) e apds
centrifugacdo (5,62 xg , 4°C, 15 minutos) para precipitar as proteinas, o
sobrenadante foi utilizado para analisar o conteudo de GSH. Aos sobrenadantes foi
adicionado um tampéao fosfato de potassio 0,1 M (pH8,0), contendo 0,25 mM de
DTNB (1:1). A formagéo do anion tiolato resultante da reacdo da GSH com o reativo
de Elmann, foi determinada em espectrofotometro a A = 412 nm.

O contetido de GSH foi expresso em pg GSH.mg proteina™, a partir de uma
curva padrao de GSH.

3.5.3.6 Determinacao dos niveis de peroxidacao lipidica (LPO)

A peroxidacdo lipidica foi quantificada pela oxidacdo do Fe*? (sulfato ferroso
amoniacal — FeSO,) a Fe*® pelos hidroperéxidos em meio 4cido na presenca de um
pigmento complexador de Fe (lll), o alaranjado xilenol (Ferrous Oxidation-Xylenol
Orange) como descrito por Jiang e colaboradores (1991).

Cerca de 100 pl de amostra foram tratados com TCA 10% na proporgao 1:1 e
centrifugados a 5,62 xg a 4°C por 10 minutos. Apo6s centrifugagcédo, o sobrenadante
foi encubado por 30 minutos a temperatura ambiente com 900 ul de mistura reativa
(alaranjado xilenol 100 pM; FeSO4 250 upM; acido sulfurico 25 mM; butilato
hidroxitolueno 4mM; diluidos em metanol 90%).

O Fe*® formado na presenca dos hidroperéxidos reage com o alaranjado de
xilenol formando um composto colorido, com um pico de absorcdo em 560 nm

(comprimento de ondas que as leituras foram realizadas no espectrofotdmetro). As
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concentragbes de LPO foram determinados em 560 nm e expressas em pM
hidroperéxido de cumeno.mg de proteina™ a partir de uma curva padrdo para o
hidroperoxido de cumeno (CHP).

3.5.4 Determinacao da atividade da enzima Na*/K*-ATPase branquial

A atividade especifica da enzima Na*/K*-ATPase foi determinada em fragoes
de homogenados pelo método descrito por Quabius et al. (1997) e adaptado para
microplaca por Nolan (2000). A técnica consiste em quantificar a concentracdo de
fosfato inorganico (Pi) liberado pelo funcionamento da bomba.

Utilizou-se 7 pl do sobrenadante em cada pog¢o da microplaca e adicionado 100
ul de tampao imidazol 30mM (pH7,4), contendo 3mM de Na,ATP (vanadium free)
Posteriormente, aos pog¢os de cada amostra foram adicionados 100 ul de tampéo de
incubacao (NaCl 100 mM; MgCl, 8 mM; imidazol 30 mM e EDTA 0,1 mM) contendo
KCI (1mg.mL™") ou oubaina (1mg.mL™). O padrao usado foi o céalcio-fosfato que tem
a quantidade de Pi conhecida (10/5 mg/dL).

As microplacas foram incubadas por 60 minutos a 25 °C no escuro e a reagao
foi interrompida pela adicdo de 200 pl de uma mistura contendo TCA 8,6% e
reagente de cor (0,66 mM H.SO4; 9,2 mM de molibdato de aménia; 0,33 mM de
FeSQO,4). A leitura foi feita em A = 595 nm em leitora de microplacas (Dynex
Technologies Ltd., MRXTC, UK.) e a atividade da enzima expressa em

UM.Pi.mg.proteina.h™.
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3.6 Procedimentos Histoldgicos

3.6.1 Imunohistoquimica de Células-Cloreto (contra Na*/K*-ATPase)

Apos fixadas, as amostras foram desidratadas em bateria crescente de etanol
(50-100%), diafanizadas em xilol (100%) e incluidas em parafina histolégica. Cortes
longitudinais (8 um) foram realizados em micrétomo (Micron HM 360) para rotina de
imunohistoquimica de células-cloreto. As secgdes foram desparafinizadas em xilol
100% (2x) por 5 minutos e hidratadas em bateria decrescente de etanol (100-50%)
por 3 minutos.

Os cortes histologicos foram lavadas (2x) em tampéao salino Tris base + triton
0,5 mM pH 7,4 (TBS-T) diluido (1:10) por 10 minutos com agitagdo continua. As
laminas foram escorridas e as amostras foram pré-incubadas (em camara umida)
com soro normal de cabra 20% - NGS (Normal Goat Serum — Gibco Invitrogen) por
20 minutos, para bloquear sitios de ligacdo nao especificos. A incubagdo com o
primeiro anticorpo (a5) anti Na*/K*-ATPase (diluido 1:300) (adquirido da Universidade
de lowa USA) foi ‘overnight’ em camara umida a 20 °C.

No dia seguinte, as sec¢des foram lavadas novamente em TBS-T e incubados
com o segundo anticorpo anti-rato com peroxidase conjugada - GAMPO (Goat anti-
mouse Peroxidase - Chemicon international, USA) diluido (1:100) por 1 hora. Apds a
incubacgéao, foi realizada uma lavagem com tampao salino Tris base (TB) diluido
(1:10). O complexo foi visualizado utilizando a coloragdo com 3,3’-diaminobenzidina
+ Sulfato niquel amoniacal (DAB-Ni) e H>O». A coloracéo foi interrompida em agua
destilada (2x) por 10 minutos.

As laminas foram finalizadas usando Entellan e analisadas com o software
Motic Image Plus 2.0 em microscopio de luz Olympus BX51 (Olympus, Denmark)
com a contagem de células cloreto no filamento e lamelas (por mm? de epitélio) em

25 campos aleatorios.
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3.6.2 Determinacédo de Densidade e Area Fracional de Células-Cloreto

Para as analises em microscopia eletronica de varredura (MEV), as amostras
foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1M (pH 7,3), lavadas no
mesmo tampao e desidratadas em série crescente de etanol (50 a 100%). Em
seguida, as amostras foram desidratadas em 1,1,1,3,3,3-hexadimetildisilazano
(HMDS) a temperatura ambiente para secagem completa.

Ap6s a secagem, as amostras foram coladas com cola adesiva de prata
(Degusa) em suportes de aluminio apropriados para o microscopio eletrénico de
varredura. Posteriormente, as amostras receberam uma camada de ouro (Degusa
99%), em um Sputtering FCD 004 BAUSER a vacuo. As amostras foram entao
observadas em microscopio eletrénico de varredura (PHILIPS — TMP) em 2500 x,
distancia de trabalho de 10 um e a 20 kV. As imagens armazenadas digitalmente
para posterior analise morfolégica da superficie epitelial das células pavimentosas
branquiais e caracteristicas das células de cloreto.

Para determinacdo da densidade e area fracional das células-cloreto (AFCC),
usou-se 5 campos aleatérios e nao continuos do filamento, de acordo com a
metodologia de Bindon et al. (1994a e 1994 b) e Moron et al. (2003). Utilizando o
software Motic Image plus 2.0, os perimetros de cada imagem e de cada CC
(totalmente ou parcialmente visiveis) foram delineados e a area ocupada por cada
célula e a area fracional das células de cloreto por mm? de filamento foram

calculadas de acordo com as equacgoes:
AFCC = Z area de todas as CC/area da fotografia

Densidade = AFCC / Média das areas das CC
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3.6.3 Histoquimica de Células Mucosas

Apoés fixadas em solucao de Bouin e lavadas em alcool 50% para remover o
excesso de corante , as amostras foram desidratadas em bateria crescente de
etanol (50-100%), diafanizadas em xilol (100%) e incluidas em parafina histolégica.
Cortes transversais (6 um) foram realizados em micrétomo (Micron HM 360) para
rotina de histoquimica de células mucosas. As seccdes foram desparafinizadas em
xilol 100% (2x) por 5 minutos e hidratadas em bateria decrescente de etanol (100-
50%) por 3 minutos.

Para determinar as mucinas presentes nas CMs, foi utilizada a reacao do &cido
periédico de Schiff (PAS) + Azul de Alcian (AB) pH 2,5 ou pH 1,0. As Iaminas foram
submetidas a reacdo com AB por 30 minutos e em seguida com PAS por 15
minutos, em ambos pH. Para interromper a reagdo histoquimica utilizou-se agua
sulforosa (metabissulfito de sddio 5%; HCI) por 10 segundos e lavagem em agua
destilada.

Mucosubstancias contendo hexoses e acidos sialicos (McManaus, 1948) sao
PAS positivas (PAS+) e foram denominadas como CM tipo 1. As mucinas AB
positivas (AB+) contém substancias sulfatadas e acidas (pH 2,5) ou sulfatadas (em
pH 1,0) (Lev e Spicer, 1964; Mowry, 1956; Pearse, 1985) e foram denominadas
como CM tipo 2 e CM tipo 3, respectivamente. As CM contendo todas as mucinas
conjugadas sdo AB e PAS positivas (AB-PAS +) independente do pH e foram
denominadas CM tipo 4.

A quantificacdo de células mucosas e identificacdo das glicoproteinas foram
baseadas na coloracdo das reacdes histoquimica contra o background. As laminas
foram finalizadas com Entellan e analisadas com o software Motic Image Plus 2.0
em microscopio de luz Olympus BX51 (Olympus, Denmark) com a contagem de

células mucosas no filamento em 10 campos aleatérios.
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3.6.4 Analises Histopatoldgicas

Apés a fixacdo em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1M (pH 7,3), as
amostras foram desidratadas em bateria crescente de etanol (70-95%) por 1 hora
cada e, em seguida, embebidas em etanol 95% e historesina pura (Leica, Alemanha)
durante 4 horas. Posteriormente, as amostras ficaram ‘overnight’ em historesina pura
para posterior inclusao.

Apoés inclusao, cortes histolégicos foram confeccionados longitudinalmente a 3
um em micrétomo (Micron HM 360), coradas com Azul de Toluidina e utilizadas
para andlises histopatoldgica de branquias. As laminas foram finalizadas utilizando
Entellan.

A ocorréncia de alteracdes histopatolégicas nas branquias foi avaliada semi-

quantitativamente de duas formas:

A) Calculo do valor médio de alteragdo (VMA):

O VMA esta associado a incidéncia e distribuicdo de lesbes, de acordo
com Schwaiger et al. (1997). Para isso, atribuiu-se um valor numérico, de
acordo com a distribuicdo das alteracdes para cada animal conforme a escala:

grau 1:auséncia de alteracao histopatologica,
grau 2: ocorréncia de lesdes pontualmente localizadas
grau 3: les6es amplamente distribuidas pelo 6rgao

B) Calculo do Indice de Alteracdo Histolégica (IAH):

O IAH foi calculado de acordo com a freqiéncia e severidade de cada
alteracao histologica (lesdo). As lesdes foram classificadas em estagios

progressivos quanto ao comprometimento da funcdo tecidual (Tabela 2),
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segundo Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) e modificada por Silva (2004).
Esses dados foram utilizados para os calculos de IAH através da seguinte

férmula:
IAH = 10°.3/+ 10". 11 + 102 11

Onde 2/, 21l e 21l corresponde ao numero total de alteragcbes em cada
estagio, e 10%, 10" e 10® sdo fatores para o célculo do IAH, segundo a

severidade da lesao.

Tabela 2. Classificacdo das alteracbes histopatolégicas quanto aos estagios de
comprometimento da funcéo branquial.

Estagios
| ! 1]
Hipertrofia do epitélio lamelar Fusao total das lamelas Necrose
Hiperplasia do epitélio lamelar Aneurisma lamelar
Congestao vascular Ruptura epitelial

Dilatac&o do canal marginal
Descolamento epitelial
Constricao do sistema de células
pilares
Proliferagdo de células-cloreto
Proliferacéo de células mucosas
Fuséao parcial das lamelas
Edema

Os valores de IAH entre 0 e 10 indicam um funcionamento normal do érgéo; de
11 a 20 indicam danos leves a moderados no 6érgao; entre 21 e 50 indicam danos
moderados a severos e 0s valores acima de 100 danos irreparaveis no tecido.

As laminas foram analisadas com o software Motic Image Plus 2.0 em

microscépio de luz Olympus BX51 (Olympus, Denmark).
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3.7 Analises Estatisticas

Os resultados estao apresentados como média + erro-padrao da média. Apos
submetidos ao teste de normalidade (D’Agostino & Pearson), as diferencas entre os
animais expostos em relacao aos animais controle foram detectadas por analise de
variancia (ANOVA) one-way, seguida pelo pos-teste de Bonferroni, utilizando
software GraphPad Prism 5.0. Diferencas estatisticamente significante foram

consideradas quando P < 0,05 em relagdo ao grupo controle.
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade das Enzimas Antioxidantes e Peroxidacao Lipidica

Em relagdo ao controle, os animais expostos por 48 horas ndo apresentaram
diferengas significativas nos parametros enzimaticos de defesa antioxidantes da
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, entretanto em 14 dias a
atividade da SOD e CAT aumentaram 42% e 66%, respectivamente, no grupo
exposto a 10 pg.L™" (Figura 11).

Nas branquias dos animais expostos a 10 pg.L" a atividade da glutationa s-
transferase aumentou 135% em relacdo ao controle quando os animais foram
expostos por 14 dias (Figura 12 C). O conteudo do dissulfeto de glutationa nao
apresentou diferenca significativa em nenhum periodo de exposigéo (Figura 12).

A concentragdo da LPO no grupo exposto a 10 ug.L' aumentou
significativamente (81%) em relacdo ao grupo controle dos animais expostos por 14
dias, em 48 horas nao houve diferenca significativa (Figura 13).
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Figura 11. Atividade da superoxido dismutase (SOD) (A); catalase (CAT) (B); glutationa
peroxidase (GPx), em 48 horas de exposi¢do e da superoxido dismutase (D); catalase (E);
glutationa peroxidase (F), em 14 dias de exposi¢ao, nas branquias de Prochilodus lineatus
do grupo controle (c) e grupos expostos a 2, 10 e 25 pg.L" de atrazina. * Indica diferenca
estatistica (P>0,05) em relacao ao controle.
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Figura 12. Atividade da glutationa s-transferase (GST) (A) e concentragéo do dissulfeto de
glutationa (GSH) (B) expostos por 48 horas e a atividade glutationa s-transferase (C) e
concentracao do dissulfeto de glutationa (D) expostos por 14 dias, nas branquias de
Prochilodus lineatus do grupo controle (c) e grupos expostos a grupos expostos a 2, 10 e 25
ug.L ™" de atrazina. * Indica diferenca estatistica (P>0,05) em relagdo ao controle.
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Figura 13. Concentragcao de hidroperoxido de cumeno (CHP) na peroxidacao lipidica (LPO)
em branquias de P. lineatus expostos a um grupo controle (c) e expostos 2, 10 e 25 pg.L"
de atrazina por 48 horas (A) ou 14 dias (B). * Indica diferenca estatistica (P>0,05) em
relacdo ao controle.

4.2 Histopatologia de branquias

A estrutura normal do epitélio lamelar esta representada pela figura 14 A, onde
se nota uma fina camada de revestimento formada pelas células pavimentosas
(CPVs). As principais patologias encontradas em branquias de P. lineatus estao
apresentadas na figura 14 de B a F. Em 48 horas, as patologias mais frequentes
foram hipertrofia do epitélio lamelar, hiperplasia do epitélio lamelar, congestao
vascular e constricao do sistema de células pilares, enquanto que em 14 dias, as
mais freqlentes foram hipertrofia do epitélio lamelar, congestao vascular e ruptura
epitelial.

A freqiéncia e o tipo de alteracdo nas branquias dos animais expostos a
atrazina por 48 horas ou 14 dias estdo representados pela tabela 3 e 4
respectivamente. As alteracées histopatolégicas mais freqlientes em ambos os

periodos de exposicao sao classificadas como estagio |.
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Figura 14. Histopatologia em branquias de P. lineatus expostos a diferentes concentragoes
de atrazina. (A) Estrutura branquial normal indicando suas respectivas estruturas; (B) seta
vermelha indica hipertrofia do epitélio lamelar e setas pretas, ruptura epitelial; (C)
Hiperplasia e fusdo de varias lamelas; (D) Constricdo do sistema de células pilares; (E) *
indica os aneurismas lamelar e (F) Setas indicam dilatacdo do canal marginal e # indica
congestao vascular. Abreviagées: CMar = canal marginal; CPV = células pavimentosas; E =
eritrécito; CPi = células pilares; CC = células-cloreto; L= lamela e F= filamento. Barra de
escala = 20 um. Coloragéao = Azul de Toluidina.
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Tabela 3. FreqUéncia de alteracbes histopatolégicas encontradas nas branquias de
P. lineatus expostos a diferentes concentracdes de atrazina por 48 horas.

Atrazina (ug.L™")

Alteracao Estagio Controle 2 10 25
Hipertrofia do epitélio lamelar I ++ +++ +++ +++
Hiperplasia do epitélio lamelar I 0 0+ + 0+

Congestao vascular I + +++ ++ 0+

Constricao do sistema de células I + 0+ + +
pilares

Proliferagao de células mucosas I 0 0 0+ 0

Fuséao parcial das lamelas I 0 0 0+ 0+

Aneurisma lamelar Il 0+ + 0 0

Ruptura epitelial Il 0+ 0+ ++ ++

0 = ausente; 0+ = raramente presente; + = pouco freqlente; ++ = freqlente; +++ =
muito freqUente

Tabela 4. FreqUéncia de alteracbes histopatolégicas encontradas nas branquias de
P. lineatus expostos a diferentes concentracdes de atrazina por 14 dias.

Atrazina (ug.L™")

Alteracao Estagio Controle 2 10 25

Hipertrofia do epitélio lamelar I ++ +++ +++ +++
Hiperplasia do epitélio lamelar I 0 + 0+ 0+

Congestao vascular I 0 ++ 0+ +++
Dilatagdo do canal marginal I 0 0+ 0
Constricao do sistema de células I 0 0 0 ++

pilares

Fuséao parcial das lamelas I 0 0 0 0+
Aneurisma lamelar Il 0 0+ 0+ +
Ruptura epitelial Il + ++ ++ +

0 = ausente; 0+ = raramente presente; + = pouco freqlente; ++ = freqlente; +++ =
muito freqUente
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As analises histopatolégicas em branquias de animais expostos a 2, 10 e 25
ug.L™" de atrazina por 48 horas apresentaram uma freqiiéncia maior de lesées em
relacdo ao controle. Entretanto, o calculo do indice de alteracdo histopatologica
(IAH) resultou em um valor préximo a 10 e 0s grupos expostos nao apresentaram
diferenca significativa em relagao aos grupos controle. O valor médio de alteracao foi
proximo de 2. Esses resultados indicam que as lesdes estavam pontualmente
localizadas e, dessa forma, o 6rgdo tem funcionamento normal (Figura 15).

Em 14 dias, os grupos expostos apresentaram uma maior freqiiéncia de lesdes
que os animais controle. O IAH do grupo exposto a 25 pg.L”' de atrazina foi
significativamente diferente do controle, indicando danos leves a moderados no
epitélio branquial desses animais. O VMA do grupo exposto a 2 e 25 pg.L™ foi igual a
grau 2, indicando que nesses grupos as lesées estavam pontualmente localizadas
(Figura 16)
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Figura 15. (A) indice de alteracdo histopatoldgica (IAH) em branquias de Prochilodus
lineatus expostos a diferentes concentracdes de atrazina por 48 horas. (B) Valor médio de
alteracao.
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Figura 16. (A) indice de alteracdo histopatolégica (IAH) em branquias de Prochilodus
lineatus expostos a diferentes concentragdes de atrazina por 14 dias. (B) Valor médio de
alteracao. * indica diferenca estatistica (P < 0,05) em relagao ao controle.

4.3. Células Pavimentosas e Células-Cloreto

A superficie branquial € constituida, principalmente, pelas células
pavimentosas (CPV) que, préximo a base das lamelas apresentam sempre 0 mesmo
padrao: superficie convexa e presenca de microdobras na sua regiao apical, tanto
no grupo controle de 48 horas (Figura 17 A) quanto no grupo controle de 14 dias



Resultados 49

(Figura 17 C). Apesar das mesmas caracteristicas, as CPV nos grupos expostos a
10 pg.L" de atrazina por 48 h ou 14 dias (Figura 17 B e 17 D, respectivamente)
apresentaram delimitacées mais definidas com a presenca de microdobras mais

longas em relagdo aos respectivos controles.

Figura 17. Eletromicrografias de varredura da superficie do epitélio do filamento branquial
de Prochilodus lineatus. (A) grupo controle e (B) grupo exposto a 10 pg.L" de atrazina por
48 horas. (C) Controle e (D) 10 pg.L"' expostos por 14 dias. Setas pretas mostram a
diferenca entre os padrdes das microdobras das células pavimentosas (CPV) entre o grupo
exposto e o grupo controle. Escala = 10 um.
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As células-cloreto (CC) diferem das CPVs por apresentarem a membrana
apical céncava, com projecoes no epitélio apical, conferindo a elas um aspecto de
esponja. Em todos os grupos (controle e expostos), essa regido apresentou um
mesmo padrao, independente do periodo de exposicao a atrazina (Figura 18).

Figura 18. Eletromicrografias de varredura da superficie do epitélio do filamento branquial
de Prochilodus lineatus. (A) grupo controle - 48 horas e (B) grupo exposto a 25 ug.L™" de
atrazina por 48 horas. (C) grupo exposto a 10 pg.L" expostos por 14 dias e (D) grupo
exposto a 25 pg.L™ por 14 dias. Setas pretas indicam a superficie apical das células-cloreto.
Escalas = 10 pm.

As CCs estao principalmente distribuidas pelo epitélio do filamento branquial,
embora essas células possam ser encontradas no epitélio lamelar. Nos grupos
controle (48 h e 14 dias), as CCs estavam presentes no filamento e nas lamelas
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(Figura 19 A e 19 C, respectivamente). O numero de CC diminuiu significativamente
apenas no filamento do grupo de peixes expostos & 25 pg.L™ de atrazina durante 48
horas (Figura 19 B e 20 A). No grupo de animais expostos por 14 dias, a diminuicéo
no numero de CCs do filamento e lamela nao foi estatisticamente significante (Figura
20 B).

Figura 19. Imunohistoquimica contra Na*/K*-ATPase das células-cloreto branquiais de P.
lineatus. (A) Grupo controle 48 horas e (B) Ap6s exposicdo a concentracdo de 25pg. L™ em
48 horas. (C) Grupo controle 14 dias (D) 25ug. L de atrazina por 14 dias. Barra de escala =
40 pm.
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Figura 20. Valores médios (média + erro) de células-cloreto imunomarcadas no filamento e
lamela de P. lineatus exposto & atrazina. (A) Numero de CC/mm? no filamento e lamelas de
peixes expostos por 48 horas. (B) Numero de CC no filamento e na lamela do grupo exposto
durante 14 dias. * indica diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo ao grupo controle.
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A atividade da enzima Na'/K*-ATPase, nas branquias de P. lineatus, nao foi
alterada significativamente em nenhuma das concentracdes de atrazina em relacao

aos respectivos controles (Figura 21), independente do tempo de exposicao.
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Figura 21. Atividade especifica da enzima Na*/K*-ATPase de P. lineatus expostos & atrazina
durante 48 horas (A) e 14 dias (B). Valores médios (média * erro).
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No periodo de 48 h ou 14 d, o numero de CC expostas (densidade das CCs) na
superficie do epitélio do filamento aumentou significativamente no grupo exposto a
concentracdo de 25 pg.L”' de atrazina (Figura 22 A e B, respectivamente),
entretanto, no mesmo periodo, a AFCC foi significativamente mais alta nos animais

expostos & 10 ug.L™" de atrazina (P < 0,05) (Figura 22 C e D, respectivamente).
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Figura 22. Morfometria da superficie das células-cloreto (CC) de P. lineatus. (A) Densidade
de CC em animais expostos a 48 horas e (B) Densidade de CC em animais expostos por 14
dias. (C) Area fracional de células-cloreto (AFCC) do grupo exposto por 48 horas e (D)
AFCC da exposicao por 14 dias. * Indica diferenca estatistica com P < 0,05 e ** indica
diferenca estatistica com P < 0,01 em relagcédo ao controle.
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4.4 Células Mucosas

Nos filamentos branquiais de P. lineatus foram identificadas 4 tipos de células
mucosas contendo glicoproteinas com diferentes propriedades: células mucosas tipo
1 (PAS positiva), contendo mucosubstancias neutras e 4cidos sialicos; tipo 2 (AB pH
2,5 positiva), contendo mucinas sulfatadas com grupo carboxil; células mucosas tipo
3 (AB pH 1,0 positiva), contendo mucinas sulfatadas acidas com um éster sulfatado
e CM tipo 4 (PAS + AB positiva), contendo todas as mucosubstancias acima (Figura
23).

A exposicdo da atrazina ndo causou alteracao na freqiéncia de CM tipo 1
(Figura 24). As CM tipo 2 aumentaram em animais exposto por 48 h & 10 pg.L" de
atrazina e ndo causou alteracdo quando expostos por 14 dias. Em relagdo ao
controle, as CM tipo 3 diminufram quando os peixes foram expostos em 2 e 10 ug.L"
em 48 h, porém, quando os animais foram expostos por 14 dias, foi observado uma
diminuicdo das mesmas nas concentragdes de 10 e 25 pg.L™” (Figura 25). As CM tipo
4 aumentaram apenas nos animais expostos por 48 horas na concentragdo de 25
ug.L™" de atrazina (Figura 26).
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Figura 23. Histoquimica de células mucosas (CM) nas branquias de Prochilodus lineatus.
(A) Corte transversal do filamento branquial mostrando a localizagdo das células mucosas.
(B) CM tipo 1 (seta azul); CM tipo 2 (seta verde) e CM tipo 4 (seta vermelha); (C) CM tipo 3
(seta preta). Abreviagdes: C= cartilagem; F= filamento; L= lamela; Af= artéria aferente; Ef=
artéria eferente. Barra de escala = 20 pm.
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Figura 24. Células mucosas (CM) tipo 1 no filamento de P. lineatus controle e expostos a
atrazina. (A) Grupo exposto por 48 horas e (B) Grupo exposto por 14 dias.
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Figura 25. Células mucosas tipo 2 e tipo 3 no filamento de P. lineatus expostos a atrazina.
(A) Grupo exposto por 48 horas e (B) Grupo exposto por 14 dias. * indica diferenca
estatistica com intervalo de confianga de 95% em relagao ao controle; ** p>0,01.
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Figura 26. Células mucosas tipo 4 no filamento de P. lineatus expostos a atrazina. (A)
Grupo exposto por 48 horas e (B) Grupo exposto por 14 dias. * indica diferenga estatistica
com intervalo de confianga de 95% em relagédo ao controle.
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4.5 Analises Plasmatica

ApGs exposicado aguda (48 h) a atrazina, apenas o0 grupo de peixes expostos a
25 pg.L" apresentou uma diminuicdo na osmolalidade plasméatica em relacdo ao
grupo controle no mesmo periodo, enquanto que apds exposicao crénica (14 dias),
um aumento significativo (P < 0,01) na osmolalidade foi observado em animais
expostos & 10 ug.L" de atrazina, em relagéo ao grupo controle.

As concentracoes do Na* e CI" aumentaram significativamente (P < 0,05 e P <
0,01, respectivamente) em animais expostos a 25 ug.L™" de atrazina apds 14 dias em
relacdo ao respectivo grupo controle. O ion potassio ndo apresentou alteragéo
durante a exposicdo a atrazina, independente do periodo de exposicdo e das

concentracoes testadas (Tabela 5).

Tabela 5. Concentracdo dos ions e osmolaridade plasmatica em P. lineatus
expostos a diferentes concentracdes de atrazina.

Exposicdo Atrazina Osmolalidade total lons (mEq.L™)
(mOsmol.Kg™) Na* K+ Cr

Controle 259,0 £ 5,6 139,3+4,9 3,83+0,13 948+6,8
2 pug.L™ 267,0 +8,2 146,0 +4,6 3,27 +0,13 89,3 +4,1

48 horas 10 [,lg.L'1 2548 £4,7 139,8 £3,1 3,11+0,07 99,3x74
o5ugl’  2382+38*  137,8+94 398+024 90,8+85
Controle 2448 + 2,1 129,2+3,1 3,55+0,24 84,6+4,9

14 dias 2 [,lg.L'1 248,2 £ 3,3 137,1£22 3,68+0,14 958+6,6
10pgLl"  257,7+24*  1404+51 3,67+0,17 99,9+4,6
25 |.lg.L'1 241,3 £ 3,1 1542 +9,4* 356 +0,27 109,1 £ 4*

Valores expressos em média + erro-padrao da média. (*) = diferenca significativa (P

< 0,05)

e (**) = diferenca significativa (P < 0,01) em relagcédo ao controle.
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5 DISCUSSAO

O organismo tem dois principais mecanismos de eliminacdo de agentes
quimicos: excregdo, podendo ser na sua forma original, ou biotransformacéo,
levando a formacdo de compostos hidrofilicos, os quais sdo excretados mais
facilmente que o composto original (Vermeulen, 1996; Van der Oost et al., 2003).
Apesar do principal 6rgao de biotransformagcdo de xenobibticos ser o figado
(Jimenez e Stegeman, 1990; Van der Oost et al., 2003), alguns autores destacam a
importancia de outros 6rgaos detoxificantes como 0s rins, intestino e branquias
(Jénsson et al., 2002).

Em é&reas poluidas, a exposicdo de peixes aos xenobidticos pode resultar em
alteracoes na atividade das enzimas antioxidantes (Gl et al., 2004), causadas pelo
excesso de espécies reativas de oxigénio. A expressao dessas enzimas € um
mecanismo de adaptacdo importante ao estresse induzido por poluentes
(Livingstone, 2001; Zhang et al., 2004). A atrazina e outros herbicidas, como o
paraquat, sdo conhecidos por induzir estresse oxidativo nos tecidos de mamiferos e
peixes (Elia et al., 2002). Como outros organismos, os peixes podem combater os
niveis elevados de ERO, por ativacao do sistema de defesa como a SOD, CAT e
GPx. No presente estudo, a exposicdo aguda a atrazina nado provocou um
desequilibrio entre a producédo de espécies reativas de oxigénio e a atividade das
enzimas antioxidantes nas branquias de P. lineatus. Nas branquias, a atrazina
parece nao ter acao deletéria muito acentuada. Estudo prévio (Elia et al., 2002) ja
havia mostrado que Lepomis macrochirus expostos (96 h) a altas concentracdes de
atrazina (3000 a 9000 pg.L") ndo apresentaram alteracdo na atividade da SOD em
branquias, assim como em outras enzimas envolvidas no mecanismo antioxidante.
Dessa forma, algumas células sdo capazes de suportar, até certo ponto, alteracoes
oxidativas sem que ocorra nenhum efeito deletério na fungdo ou viabilidade celular
(Jin et al.,, 2010). Na maioria das espécies, a ativagcdo do sistema SOD-CAT,
primeira linha de defesa antioxidante, indica uma rapida resposta dos mecanismos
de defesa antioxidante e a exposi¢do subcronica a atrazina pode ativar o sistema
SOD-CAT de forma dose ndo-dependente (John et al., 2001). Segundo Spandé
(2004), a exposicao de Carassius auratus a 100 e 1000 pg.L™" de atrazina nao tem
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efeito dose-depentente no crescimento gonadal em machos e fémeas expostos por
21 dias. Esses resultados corroboram com os estudos de Jin et al. (2010), onde o
aumento da SOD e CAT teve o maximo de inducéo na concentracdo de 10 pg.L™" em
ovério de Danio rerio expostos por 14 dias, mas ndo em 100 ou 100 pg.L". Além
disso, a atrazina ndo parece ser tecido-especifica em relacdo as concentracdes
testadas nos diferentes estudos. O figado, por exemplo, pode responder de forma
dose-dependente a atrazina (Jin et al., 2010).

As enzimas glutationa S-transferase (GST) e a glutationa peroxidase (GPx)
atuam em conjunto no processo oxidante, utilizando a glutationa reduzida (GSH)
como co-fator (Monteiro et al., 2010). A GST atua na biotransformacdo dos
xenobibticos. Em branquias de P. lineatus expostos por 48 h, ndo houve alteracédo
da atividade da GST (presente estudo), entretanto, no figado, nas mesmas
condicbes experimentais desse trabalho, a atividade da GST diminuiu
significativamente, indicando uma inativacéo hepatica dessa enzima (Santos, 2010).
Por sua vez, a atividade da GST nas branquias de P. lineatus aumentou de forma
nao-dependente das concentragdes testadas (2, 10 e 25ug. L-1) apds exposicao
cronica (14 dias) a 10 pug.L". A exposicdo a altas concentracdes de atrazina (9000
ug.L™") durante 96 h induziu um aumento da atividade da GST no figado de Lepomis
macrochirus (Elia et al., 2002) e evidencia uma complexa resposta, de forma que a
toxicidade da atrazina em concentragcbes dentro de uma faixa (por exemplo, 1 a 100
ug.L") oscilam pelo envolvimento de outros mecanismos de defesa, que poderia
envolver as enzimas de biotransformacdo de fase I, como a CYP1A (citocromo
P450). A exposicdo a concentracdes de atrazina acima de 1000 pg.L” levou ao um
aumento da atividade da GST em branquias de Lepomis macrochirus e em ovos de
Danio rerio, sugerindo que a biotransformacdo da atrazina ocorre em diversos
tecidos, independentemente da concentracdo e tempo de exposicdo, como
evidenciado pelos trabalhos de Wiegand et al. (2001) e Elia e colaboradores (2002).

O conteudo de GSH é importante para a eficiéncia dos mecanismos
antioxidantes e de detoxificagdo. Além disso, a estrutura quimica da atrazina
possibilita a conjugacao direta com a GSH (Figura 27) e é uma possibilidade de
detoxificacdo a partir de caminhos como a N-desalquilacdo e hidrolizacao
(Shimabukuoro, 1970; Lamoureux e Rusness, 1989; Wiegand et al., 2001)
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Figura 27. Conjugacédo da atrazina com a GSH, catalisada pela GST como uma via de
detoxicacao inicial do herbicida (Wiegand et al., 2001).

Nas branquias de P. lineatus, a inalteragdo da concentracdo de GSH pode ser
devido a uma rapida transferéncia do herbicida absorvido para o sangue e figado,
principal érgdo de detoxificagdo, onde pode ocorrer a biotranformag&o do herbicida.
Corroborando com essa hipétese, ha diminuicdo de GSH no figado de P. lineatus
expostos a 2 e 10 pg.L™ de atrazina por 48 horas (Santos, 2010) e essa diminui¢do
de GSH poder ter ocorrido em razdo do aumento na utilizacdo da GSH, que estaria
sendo convertida a forma oxidada (GSSG) ou ineficiéncia da sua regeneragéo pela
glutationa redutase (GR).

Da mesma forma, a GPx, que esta intimamente relacionada ao contelddo de
GSH, nao foi alterada nas branquias de P. lineatus em ambos os periodos de
exposicdo. Resposta semelhante foi observada nas branquias de L.
macrochirus,mas nao em figado, no qual houve diminuicdo da GPx (Elia et al.
(2002), também no figado de P. lineatus ocorreu uma diminuigdo da atividade da
GPx (Santos, 2010). Alguns estudos mostram que a atividade da GPx pode
aumentar (Almeida et al., 2002; Zhang et al., 2004) ou diminuir (Fatima et al, 2000;
Oruc et al., 2004), a fim de neutralizar os impactos dos peroxidos. Considerando os
dados do presente estudo e aqueles obtidos por Santos (2010) no figado de P.
lineatus, ha evidencias de que o figado pode ser o principal 6rgdao para a
biotrasnformacéo desse herbicida.

Um dos danos oxidativos envolve a peroxidacao de acidos graxos insaturados,
que se mostrou aumentada nas branquias de P. lineatus expostos a 10 pg.L™" por 14
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dias, sugerindo que nesse grupo as defesas antioxidantes (SOD, CAT e GST),
apesar de estarem aumentadas, ndo foram eficientes em evitar que o dano
ocorresse.

As histopatologias branquiais sao alteracdes morfolégicas em conseqiiéncia de
alteracdes bioquimicas e fisiolégicas nas células e tecidos branquiais causados por
fatores ambientais, como patégenos e poluentes, que podem modificar a funcéo
normal do 6rgao (Couch e Fournie, 1993). A maioria das les6es branquiais que
ocorrem em exposi¢des subletais afeta o epitélio da lamela secundaria, uma vez que
esse tecido € extremamente sensivel, dindmico e metabolicamente ativo (Hinton
et.al., 1992). Alguns poluentes tém efeito direto sobre o tecido branquial, porém a
maioria das lesdes aparece como resultado de mecanismos de defesa ou
mecanismos compensatérios, que podem ser locais ou mediados pelo eixo
hipotalamo-hipéfise-células interrenais e pelo sistema nervoso auténomo
(Wendelaar Bonga, 1997).

No presente estudo, os grupos expostos a concentragcdes testadas de atrazina
apresentaram hipertrofia e ruptura do epitélio lamelar. Hipertrofia do epitélio lamelar,
assim como proliferacdo de células-cloreto ou mucosas, sao exemplos de
mecanismos de defesas contra o agente téxico, impedindo que o agente entre no
organismo. Entretanto, esses mecanismos aumentam a distancia agua-sangue e
pode dificultar a efetividade das trocas gasosas (Mallat, 1985; Poleksic e Mitrovic-
Tutundzic, 1994; Fernandes e Mazon, 2003). Hipertrofia e ruptura no epitélio
branquial também foram observadas por Jayachandran e Pugazhendy (2009) em
branquias de Labeo rohita expostas a 180 ug.L™" de atrazina por 120 h. As rupturas
epiteliais sdo lesdes que refletem o efeito direto de poluentes (Temmink et al., 1983),
ocorrendo em condi¢cdes de maior toxicidade (Abel et al., 1976). O aumento do fluxo
sanguineo das branquias, em consequiéncia do aumento da demanda metabdlica
para a detoxificacao do xenobidtico, pode promover lesdes nas células pilares (CP),
que controlam o fluxo sanguineo nas lamelas, influenciando na trocas gasosas e na
permeabilidade do epitélio e, consequentemente, a osmorregulacdo (Randall, 1982;
Wilson e Laurent, 2002). Ruptura ou dilatacdo do canal marginal e flange das células
pilares promovem alteracbes secundarias do estagio | e Il, como congestao
sanguinea e aneurisma lamelar (Rosety-Rodriguez, 2002).



Discussao 65

Outro mecanismo de defesa é a hiperplasia celular nas lamelas e filamento.
Essa proliferacao tende diminuir os espagos interlamelares, reduzindo o contato do
epitélio branquial com o agente estressor. Em condi¢cdes mais severas, a hiperplasia
pode levar a fusao parcial ou total da lamela, pontualmente ou de uma forma geral,
reduzindo a superficie respiratéria, devido ao desaparecimento das lamelas
(Rajbanshi & Gupta, 1988). Embora pouco freqientes, neste estudo, a fusdo lamelar
nas branquias de P. lineatus ocorreu nos dois periodos de exposicdo, nas
concentragdes mais altas. Em relagédo a atrazina, tanto em 96 h como em 14 dias,
Neskovic et al. (1993) encontraram fusao das lamelas nas branquias de carpas em
animais expostos a concentracdes de atrazina entre 1500 a 6000 pg.L".
Observacdes semelhantes foram descritas por Jayachandran e Pugazhendy (2009)
em branquias de Labeo rohita. De acordo com Neskovic et al. (1993), alteracdes nas
branquias de peixes expostos a atrazina sdo mais freqlientes do que em figado e
rins e parecem ser dose-dependentes. As alteragdes estruturais encontradas no
presente estudo ndo sao especificas para um tipo de toxicante. Tais alteragdes sao
observadas em peixes expostos a diversos tipos de contaminantes (Fanta et al.,
2003; Martinez et al., 2004; Figueiredo-Fernandes et al., 2007; Simonato et al., 2008;
Camargo et al., 2009) e parece ser um mecanismo protetor contra a entrada do
contaminantes, mas que pode resultar em reducédo da superficie respiratéria e um
aumento da distancia de difusao poluente-sangue (Black e McCarthy, 1990). De
uma forma geral, as alteragdes encontradas as branquias de P. lineatus nas
concentracoes testadas sdo classificadas como moderadas e nao inferem nas
fungbes das branquias.

A superficie apical da membrana das células do epitélio branquial em contato
direto com o meio pode ser alterada, devido as caracteristicas do ambiente. A
superficie apical das CC de P. lineatus € caracterizada por microvilosidade e
algumas apresentam superficie apical de forma convexa e com aparéncia de
‘esponja’. Apds exposigcdo a atrazina aumentou o numero de CC com essa
microdobras foi mais evidente. Esse tipo é caracteristico das CCs de outras
espécies, como Ictalurus nebulosus e Oncorhynchus mykiss (Perry, 1997). Em
tilapias, Oreochromis mossambicus, a membrana apical esta localizada abaixo das
células pavimentosas (CPVs), formando uma ‘cripta’, que €é um formato

caracteristico presente em tele6steos marinhos (Perry, 1997). Existem diferentes



Discussao 66

tipos de arquitetura apical das CC e todas elas sdo distintas das demais células
presente no epitélio branquial, como as células pavimentosas e células mucosas
(CM).

As CPVs sdo normalmente grandes e com formato poligonal e podem
apresentar em sua superficie microdobras ou microvilosidades e microdobras longas
marcam os limites celulares (Laurent, 1984; Wilson e Laurent, 2002). A superficie da
CPV pode ser alterada quando os animais estdo expostos a algum tipo de agente
estressor. Oreochromis mossambicus expostos ao cadmio mostra perda nas
microdobras das CPVs (Wong e Wong, 2000). No presente estudo, as microdobras
das CPVs proximas a regiao lamelar aumentaram nos animais expostos a atrazina,
0 que poderia ser uma resposta do animal para aumentar a superficie de contato
com a agua e/ou promover a retencdo de muco que poderia funcionar como uma
barreira de protecao contra a atrazina e auxiliar na regulagao idénica. Hughes (1979)
propbs diferentes funcbes para o aumento das microdobras em CPVs de trutas,
Salmo gairdneri, como o aumento da superficie respiratéria e producao de
‘microturbuléncias’ na regido que faria a recepc¢ao do oxigénio, além da retencao de
muco. Alteragdes morfolégicas na superficie celular podem ser registradas apés 1
hora de exposi¢cdao a um determinado agente estressante (Machado e Fanta, 2003).

As aguas continentais brasileiras sdo moles e pobres em ions, principalmente
de Na*, Cl' e Ca*? (Fernandes e Perna-Martins, 2002). Em agua dura e rica em ions,
as células-cloreto estao restritas a regiao interlamelar do epitélio do filamento e na
borda do filamento préximo a regido basal das lamelas (Perry, 1997), sendo que o
namero de CC esta intimamente relacionado com a concentracao dos ions na agua,
de forma a manter a homeostase i6nica (Perry, 1997; Fernandes e Perna-Martins,
2002). A presenca de xenobidticos na agua pode alterar a densidade das CCs e
interferir na sua fungcdo. No presente estudo, o numero de CC diminuiu nos
filamentos branquiais dos peixes expostos a 25 ug.L™” por 48 h. Alteragdo desse tipo
ocorre em respostas compensatdrias na troca idnica para manter ou restaurar o
balanco hidroeletrolitico (Van der Heuvel et al., 2000; Dang et al., 2000).

Varios estudos relacionam o aumento ou a diminuigdo do Na* e CI" com o
aumento ou diminuicdo da atividade da Na'/K*-ATPase (NKA) (Laurent e Hebibi,
1989; Bury et al., 1998). Muitos pesticidas sdo conhecidos por alterar a atividade das
ATPases que sdo enzimas-chave do transporte ativo das membranas (Moore et al.,
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2003). No presente estudo, apesar das alteracées na osmolaridade e concentracao
de ions, a atividade da NKA ndo apresentou diferenca em relagdo ao controle.
Similarmente aos nossos resultados, Matsumoto e colaboradores (2010) mostraram
que mesmo em concentracdes mais elevadas de atrazina (100 pg.L™), a atividade
da NKA branquial de Salmo salar permaneceu inalterada. A NKA é responsavel pelo
transporte de ions sodio e potassio de forma a manter o equilibrio ibnico, mas
também auxilia outros sistemas de transportes nas branquias (Hwang e Lee, 2007).
Estudos anteriores tém mostrado que a exposi¢ao a atrazina causa alteragdes nos
niveis de eletrélitos no plasma e essas alteragdes sdao acompanhadas pela alteracéao
da atividade especifica da NKA (Waring e Moore, 2004; Nieves-Puigdoller et al.,
2007). Outro fator limitante associado a atividade da NKA é o numero de células-
cloreto presente nas branquias e a concentracédo de ions na agua.

Apesar da diminuicdo no numero de CCs em P. lineatus, a funcdo na
homeostase ibnica foi parcialmente compensada pelo aumento na AFCC, de forma
gue a concentracao de ions Na* e CI plasmaticos foi mantida. O aumento da AFCC
aumenta a superficie de contato do meio com a célula favorecendo a absorcao de
ions (Laurent e Hebibi, 1989; Greco, 1995). Perry et al. (1992) estabeleceram uma
correlacao positiva entre a area fracional das células-cloreto e a taxa de captacao de
Na® e CI' em quatro espécies diferentes de peixes de agua doce. Portanto, a
capacidade de transporte de ions esta relacionada com a area fracional das células-
cloreto em contato com o ambiente externo e ndo apenas com o numero total de
células, que incluem células em diferentes estagios do ciclo celular, incluindo células
imaturas e em degeneracdo, as quais tém uma menor capacidade de transporte
ibnico (Fernandes e Perna-Martins, 2002). Em teledsteos, existe uma grande
diversidade a respeito do numero de CC e sua area exposta ao meio. Por exemplo,
em Anguillidae (familia das enguias) ha poucas CC no epitélio enquanto que em
salmonideos as CC sao abundantes (Perry et al., 1992; 1997). Em P. lineatus, as CC
estavam presentes tanto nos filamentos, borda e em regides interlamelares quanto
nas lamelas, na auséncia de atrazina. A presenca de CC nas lamelas é
caracteristica da espécie, como ja foi mostrado por Mazon et al., (2002) e Camargo
et al. (2009). A localizacdo e densidade desse tipo celular, na maioria dos
teledsteos, dependem da quantidade de ions presentes na agua e eficiéncia ibnica e

osmoregulatéria da espécie (Moron et al., 2003).
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A densidade das células mucosas, assim como a producdao de muco, varia
entre as diferentes espécies e pode variar, dependendo das condigdes ambientais
(Laurent, 1984; Moron et al., 2009). A exposicdo a agentes poluidores, em geral,
promove alteracdo no numero e tipo de muco dessas células. A maioria das
glicoproteinas (acidas ou neutras) possui cargas elétricas na superficie da molécula,
a qual atrai ions e assim favorecem a absorcao desses ions pelas células-cloreto e
tem uma influencia indireta na osmorregulacao (Powell et al., 1994; Varsamos et al.,
2005). A natureza polibnica do muco ajuda a reter os cations préximos ao epitélio
branquial, resultando em um gradiente iGnico na camada mucosa (Shepard, 1989).

Mucosubstancias neutras, como hexoses e 4&cidos sidlicos, tém baixa
viscosidade e lubrificam o epitélio branquial contra injurias fisicas (Sibbing e Uribe,
1985), enquanto que mucinas acidas e sulfatadas tém alta viscosidade, favorecendo
a retencao de particulas em suspensao (Sibbing e Uribe, 1985). Em P. lineatus, o
namero de CM tipo 1 que produzem mucosubstancias neutras nao foi alterada,
mantendo a lubrificagcdo normal do epitélio. Entretanto, as alteracdes observadas no
namero de CM tipo 2 e 3 evidenciam um efeito da exposicdo a atrazina,
particularmente nas células que produzem substancias sulfatadas acidas, contendo
um grupamento éster sulfatado. A redugdo no numero dessas células pode estar
associada a hiposecrecdo de mucinas viscosas, com consequente diminuicao da
retencdo de particulas junto a superficie branquial. O muco é importante para as
defesas naturais contra parasitas e micro-organismos patogénicos (Fletcher, 1978),
por outro lado, pode indicar um processo patolégico em resposta as condicdes
ambientais (Wendellar Bonga e Lock, 1992; Ortiz et al., 1999; Sarasquete et al.,
2001). O muco liberado ou a coagulacdo do mesmo na superficie branquial pode
dificultar a transferéncia de oxigénio da agua para o sangue, como observado por
Grobler e colaboradores (1989) em Tilapia sparrmanii expostas a 8,1 mg.L" de
atrazina, cuja hipersecrecao do muco diminuiu a obtencao de oxigénio.

Muitos agentes estressores podem causar disturbios hidrominerais em peixes
(Barton et al, 1991). Em teledsteos de agua doce, o fluido corporal € hiperosmotico
em relacdo ao meio, dessa forma, esses animais precisam evitar o ganho de agua e
a perda de ions por difusdo. Os contaminantes podem interferir com esse balanco
osmdtico por alteragdo do tecido branquial e/ou fluxo através das lamelas (Heath,

1995). Como as branquias sao os principais 6rgaos osmorregulatérios dos peixes,
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as alteracdes no epitélio branquial podem resultar em aumento da perda de ions e
ganho osmoético de agua, alterando a concentracao i6nica e osmolaridade
plasmatica. Véarios estudos mostraram que a atrazina pode também afetar a
capacidade osmorregulatéria em peixes (Hanke et al., 1983; Prassad e Ready, 1994;
Graymore et al., 2001; Silvestre et al., 2002), por exemplo, em pacu (Piaractus
mesopotamicus), expostos a 100 ug.L™" de atrazina por 96 h, houve uma diminuicdo
nas concentragdes de Na* e CI plasmatico (Moron et al., 2006). A diminuicdo da
osmolaridade ap6s exposi¢do aguda a 25 pg.L™" de atrazina (48 h) e o seu aumento
apds exposicdo cronica (14 dias) a 10 pg.L™" que ocorreram em P. lineatus sem
alteracdes nos ions plasmaticos, sugerem uma possivel perda ou ganho de algum
osmdlito, sem interferéncia na concentracdo ibnica. Por sua vez, o aumento das
concentracdes plasmaticas de Na* e CI' nos animais expostos & atrazina a 25 ug.L
(14 dias) nao causou desequilibrio eletrolitico, uma vez que a razdo Na*/Cl
permaneceu similar em todos os grupos. Os processos que tendem a aumentar ou
diminuir os ions sodio tendem a aumentar ou diminuir os ions cloreto e quando isso
nao ocorre, ha o desequilibrio eletrolitico.

Em geral, os estressores afetam o balanco hidromineral em peixes diretamente
ou indiretamente, devido ao aumento de catecolaminas circulantes, aumentando,
assim, a permeabilidade das branquias aos ions e a agua (McDonald e Milligan,
1992; Wendelaar Bonga, 1997). Alterac6es na osmolaridade com modificacdes nas
concentracdes de ions plasmaticos foram relatadas em salmbes (Salmo solar),
transferidos para 4gua doce, expostos a 6,5 pg.L™" ou mais de atrazina por 7 dias
(Waring e Moore, 2004) e auséncia de alteracao no equilibrio eletrolitico também foi
relatada em animais expostos a concentragdes de 1, 10 e 100 pg.L ™" de atrazina em
experimentos realizados por Matsumoto e colaboradores (2010). As alteracdes na
osmolaridade podem estar associadas a desvios de agua entre plasma e liquido
intersticial, além da presenca ou ndo de metabdlitos no sangue. Outro fator que
pode alterar a osmolaridade e concentracbes de ions no plasma € alteragdo no
tecido renal, uma vez que a atrazina pode ser metabolizada nos rins e excretada
pelas branquias Braunbeck (1992). A atrazina induz lesdes renais em concentragdes
de 10 a 160 pg.L™" durante uma exposicdo cronica (Braunbeck, 1992) e essas
lesbes podem aumentar a excrecéo renal de Na*, Cl" e K*, além de proteinas (Santa
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Maria, 1986; Fischer-Scherl, 1991), levando a alteracdes na homeostase ibnica do
animal.

Os resultados obtidos mostram claramente que as concentracoes testadas do
herbicida atrazina promove alteracées no funcionamento normal das branquias de P.
lineatus, desde o nivel bioquimico até o tecidual. As alteracdes no epitélio branquial
nao resultaram em um desequilibrio eletrolitico e todas as respostas celulares
promovidas pela exposicdo sugerem um ajuste bioquimico e morfoldgico para a

manuteng¢do da homeostase.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho, a exposicao de P. lineatus as concentragdes subletais (2,
10 ou 25 ug.L™") de atrazina por 48 horas ou 14 dias avaliadas em branquias permitiu

as seguintes conclusoes:

1. A atrazina, mesmo em baixas concentracées, pode alterar o funcionamento
normal das branquias de P. lineatus como mostrado pela exposicao

subcroénica.

2. Em 14 dias de exposigcao a atrazina, ha dano oxidativo nas branquias de P.
lineatus, indicado pelo aumento da LPO.

3. A atrazina, nas concentragdes testadas, ndo causou um desequilibrio i6nico
nem alteracdo da atividade da NKA, apesar das alteragdes nas
concentragdes dos ions sédio e cloreto.

4. Apesar da redugdo do numero de CCs no filamento branquial durante a
exposicao aguda, o aumento da area apical das CCs na superficie branquial
evidencia um ajuste morfo-funcional dessas células, possivelmente para

manutencao da homeostasia ibnica.

5. O aumento de microdobras em células pavimentosas préximas a regiao
lamelar nos grupos expostos a atrazina promove um aumento da superficie

celular e pode estar associado a retencao de muco.

6. As alteracbes no numero de células mucosas estdo associadas a
hiposecre¢cdo de mucinas viscosas, diminuindo a retengdo de particulas

junto ao epitélio branquial.
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7. A exposicdo cronica a atrazina (25 ug.L™") causa alteragdes histopatolégicas
moderadas nas branquias de P. lineatus.
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