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1. RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os possiveis efeitos da fracdo solavel da
gasolina (FSG) em alguns parametros bioguimicos e fisiolégicos do peixe neotropical
Prochilodus lineatus. A FSG foi preparada misturando-se gasolina em agua (1:4), essa
mistura foi exposta a radiacdo solar intensa durante 6 h, simulando um derrame de
gasolina em condi¢des tropicais. Apéds, a FSG foi coletada e a fracdo insolavel foi
descartada. Os animais foram expostos por 6, 24 e 96 h a FSG diluida 5 % (grupo
EXP) ou apenas a agua (grupo controle ou CTR). Foram analisados parametros
biogquimicos (antioxidantes e inducdo da CYP1A) em branquia e figado,
hematoldgicos, osmo-ibnicos, metabdlicos, enddécrino (cortisol) além da densidade e
distribuicdo de células-cloreto (CC) e a atividade da enzima Na'/K*-ATPase (NKA) nas
branquias. O aumento na atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) e da
glutationa-S-transferase (GST) indicou a estimulacdo das vias de biotransformacéo de
fase | e Il dos compostos da FSG em ambos os 6rgdos. A ativacdo das enzimas de
detoxificacdo nas branquias ressaltou a importancia deste 6rgdo na biotransformacéo
de xenobidticos. O figado apresentou aumento na concentracdo de glutationa reduzida
(GSH) apo6s 24 h e 96 h de exposi¢do a FSG e aumento na atividade catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) apos 96 h de exposi¢cdo. As branquias mostraram uma
ativacao das vias antioxidantes com o aumento da CAT logo apos 6 h de exposicao, e
da concentracdo de GSH apds 24 h de exposicado. No entanto, para ambos 0s 6rgaos
estudados, a ativagdo das defesas antioxidantes néo foi suficiente para impedir os
danos oxidativo, como indicado pela ocorréncia de peroxidagao lipidica (LPO) no
figado e nas branquias apos 6 e 96 h de exposicdo, respectivamente. A FSG também
provocou hemdlise comprovada pela diminuicdo dos parametros hematoldgicos
analisados, seguido pelo aumento do K plasmético. Os peixes mostraram uma
resposta secundaria de estresse visualizado pela ocorréncia da hiperglicemia em
todos os periodos de exposicdo, apesar da auséncia de diferencas significativas na
concentracao plasmatica do cortisol. A FSG também provocou aumento na densidade
das CC, na atividade da NKA, nas concentracfes plasmaticas do Na* e osmolaridade
nos animais expostos durante 24 h. Esses resultados em conjunto indicam que os
compostos presentes na FSG afetaram de maneira significativa 6rgaos vitais como o

figado e as branquias do Prochilodus lineatus.

Palavras-chave: gasolina, Na'/K’-ATPase, células-cloreto, teleésteo dulcicola

antioxidantes, respostas de estresse, CYP1A, peixe neotropical



2. ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effects of the water-soluble fraction of
gasolina (WSFG) to the Neotropical fish Prochilodus lineatus. The WSFG was
prepared by adding gasoline to water (1:4) this mixture was then exposed to intense
sunlight for 6h, simulating a gasoline spill in tropical conditions. After that the upper
insoluble phase was discharged and the WSFG was collected. Fish were exposed for
6, 24 and 96h to the WSFG diluted to 5% (EXP group) or only to water (control group
or CTR). The following parameters were analyzed: biochemical (antioxidants and
EROD) of gills and liver, hematologic, osmo-ionic, metabolic, endocrine (cortisol)
besides the density and distribution of chloride cells (CC) and the activity of gills
Na'/K*-ATPase (NKA). The increased in ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) and
glutathione-S-transferase (GST) activity indicated phase | and Il biotransformation of
the compounds present in the WSFG in both organs. The activation of CYP1A in the
gills pointed out the importance of this organ in the biotransformation of xenobiotics.
The liver showed an increase in reduced glutathione (GSH) content at 24 and 96 h
exposure to WSFG and the increase in the activity of catalase (CAT) and glutathione
peroxidase (GPx) after 96 h exposure. The gills showed an activation of the antioxidant
defenses with an increased CAT activity soon after 6h exposure and an increase in
GSH content after 24h exposure. However, for both organs the antioxidants defense
was not enough to prevent oxidative damage, as shown by the occurrence of lipid
peroxidation in liver and gills after 6 and 96h of exposure, respectively. The WSFG also
promoted hemolysis, as indicated by the changes in the hematological parameters
analyzed and an increase in plasma K*. Fish showed a secondary stress response,
noted by the occurrence of hyperglycemia in all the periods of exposure, despite no
significant increase in plasma cortisol. The WSFG also lead to an increase in the
density of CC, in the activity of NKA, in plasma concentrations of Na* and in the
osmolarity in fish exposed to WSFG for 24h. Taken together these results showed that
the compounds present in the WSFG interfere on the functioning of vital organs such

as liver and gills of Prochilodus lineatus.

Keywords: gasoline, Na'/K*-ATPase, chloride cells, freshwater fish, antioxidants,

stress response, CYP1A.



3. INTRODUCAO GERAL

De todos os problemas causados pelo excesso de poluicdo ambiental, os
mais importantes sdo a contaminacdo das aguas e a conseglente escassez
dos recursos hidricos de boa qualidade. A &gua, indiscutivelmente, é a
substancia mais necessaria aos seres vivos. E um composto de grande
estabilidade e considerado um solvente universal. Devido a sua capacidade de
dissolver quase todos o0s elementos e compostos quimicos, sejam eles
constituintes naturais do solo ou substancias lancadas de forma inadequada, a
agua contém varias substancias dissolvidas e dependendo do grau de
concentracdo destes compostos, a dgua pode ou ndo ser nociva.

Atualmente, com o aumento demografico e por consequéncia o aumento
da industrializacdo, a preocupacdo com a escassez de agua tornou-se tema de
discussoes, afinal essa intensa demanda de agua potavel gera um aumento no
consumo e comprometimento da aguas de rios, lagos e reservatorios.

O ambiente aquatico, devido ao seu alto potencial de diluicdo, recebe
todos os tipos de despejos e efluentes provindos da agricultura, industria,
esgoto domeéstico e lixos urbanos, comprometendo a utilizacdo da agua e
promovendo sérios problemas para os organismos residentes. Dentre os
diferentes tipos de poluentes aquaticos, os derivados de petréleo sdo um dos
mais relevantes para a ecotoxicologia aquatica (Pacheco e Santos, 2001a) e
tem causado bastante preocupacado, tanto pela frequéncia dos eventos de
contaminagcdo, como pelo elevado potencial poluidor dos seus compostos
(Gémez et al., 2003; Tiburtius et al., 2004).

A contaminacdo do ambiente aquético por petréleo e derivados € atribuida
principalmente a acidentes com tanques de armazenamento, derramamentos e
descargas de residuos municipais e industriais. Essa contaminag¢do também
pode ser explicada pelo aumento no consumo de petréleo motivado pela
crescente necessidade da populacao e da industria (Gomez et al., 2003).

A ocorréncia de vazamentos em postos de distribuicdo de combustiveis
tem sido objeto de crescente preocupacao, em funcao dos riscos associados a
esses eventos, tanto para a seguranca e saude da populagdo, como para o
meio ambiente (CETESB, 2010). Embora grandes vazamentos sejam muito
preocupantes e ocupem um consideravel espaco na midia, estima-se que a

principal fonte de contaminacdo do ambiente aquatico por derivados de



petréleo deva-se a pequenos e continuos vazamentos de combustiveis em
postos de distribuicdo, favorecidos pelo envelhecimento e falta de manutencéao
dos tanques de armazenamento (Tiburtius et al., 2005). No Brasil, de acordo
com a Resolucdo n° 273 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA),
de 29 de novembro de 2000, toda instalacéo e sistemas de armazenamento de
derivados de petréleo e outros combustiveis, configuram-se como
empreendimentos potencialmente ou parcialmente poluidores e geradores de
acidentes ambientais. Segundo a CETESB (2010), desde 1984
aproximadamente 70% das emergéncias atendidas em postos de distribuicéo
em todo o Estado de Sao Paulo referem-se a vazamentos de gasolina.

A gasolina € produto da destilacdo direta do petrdleo e € constituida de
uma mistura de hidrocarbonetos volateis, cujos componentes principais sdo
cadeias ramificadas de parafinas, hidrocarbonetos aromaticos, como benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xilenos (denominados grupo BTEX) e alguns
hidrocarbonetos poliarométicos (Tiburtius et al., 2004). No Brasil, e em diversos
outros paises, a gasolina é misturada com etanol (25%), em virtude da
escassez do petrdleo e do excesso de monoxido de carbono no ar atmosférico
nos grandes centros urbanos. A presenca do etanol na gasolina aumenta a
solubilidade dos hidrocarbonetos na agua devido ao seu efeito co-solvente
(Corseuil et al., 2004; Tiburtius et al., 2005). O alto potencial poluidor da
gasolina esta diretamente relacionado com esses hidrocarbonetos
monoaromaticos de maior solubilidade em agua os BTEX (Tiburtius et al.,
2004).

No Brasil, o Ministério da Saude estabelece na portaria federal 518 (de 25
de marco de 2004) os procedimentos e responsabilidades relativos ao controle
e vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padrdao de
potabilidade, onde a concentracdo maxima permitida para o benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos sdo de 5 pg.L™"; 0,17 mg.L™"; 0,2 mg.L"; e 0,3 mg.L?,
respectivamente. A Resolucdo CONAMA n°357 (2005) dispde sobre a
classificacdo dos corpos de agua e estabelece as condicbes e padrbes de
lancamento de efluentes e providéncias ao abastecimento para consumo
humano. Os padrbes para agua doce classe | (destinada para consumo

humano e a preservacdo de comunidades aquaticas), prevé concentracdes



maximas para benzeno (0,005 mg.L™?), tolueno (2,0 pL.L™), etilbenzeno (90,0
ug.L ™), xileno (300,0 pg.L™) e fendis totais (0,003 mg.L™).

A exposicdo a gasolina tem sido associada a problemas sensoriais,
depressdo da atividade do sistema nervoso central e efeitos no sistema
respiratorio, além do comprometimento dos rins, figado e do sistema
sanguineo, podendo provocar leucemia (USEPA, 2002). O benzeno é
reconhecidamente o mais toxico de todos os BTEX e trata-se de uma
substancia comprovadamente carcinogénica. Uma exposicdo aguda por
inalacdo ou ingestdo pode causar até mesmo a morte de uma pessoa.

Além do benzeno os outros compostos do grupo BTEX apresentam
toxicidade. O tolueno também ¢é depressor do sistema nervoso central. A
exposicao crénica pode causar disturbios psiquicos e doencas neuroldgicas. O
etilbenzeno pode produzir irritacdo das vias aéreas superiores seguida de
narcose, calafrios e parada respiratéria. Os xilenos exercem acgao toxica sobre
0 sistema nervoso central e figado além de distarbios hematolégicos como
anemias, com diminuicdo da hemoglobina e das hemacias (Bruckner et al.,
2008).

O petréleo e seus derivados também podem promover sérios disturbios
nos ecossistemas aquéticos uma vez que suas fragBes sollveis podem
alcancar aguas naturais, tornando-se biologicamente disponiveis aos
organismos aquaticos (Khan, 1998). Os hidrocarbonetos podem penetrar
facilmente nas membranas bioldgicas, devido a sua natureza lipofilica, e se
acumular nos organismos vivos (Tuvikene, 1995), por isso a investigagdo dos
efeitos toxicos dos produtos derivados de petréleo em organismos aquaticos é
de extrema importancia (Pacheco e Santos, 2001b; Zhang et al., 2003).

A toxicologia aquatica surgiu como uma alternativa técnica confiavel para
prever o impacto de agentes contaminantes sobre as diversas comunidades do
ambiente aquatico. A toxicologia aquatica é definida como o estudo dos efeitos
de produtos quimicos e outros materiais de atividades antropogénicas sobre
organismos aquaticos em varios niveis de organizacdo, desde o subcelular até
uma comunidade ou um ecossistema (Rand et al., 1995)

Os contaminantes podem manifestar seus efeitos nos peixes em varios
niveis de organizacdo biologica como: alteracbes estruturais em o6rgdos e

tecidos, disfuncdes fisiolégicas e exposicbes prolongadas dos peixes a



contaminantes, em doses subletais, tendem a afetar o seu crescimento,
reproducdo e diminuir a resisténcia a doencas, ocasionando sérias
consequéncias para a sobrevivéncia da populacao (Di Giulio e Hinton, 2008).

As alteracdes bioldgicas provocadas pelos poluentes podem ser utilizadas
como biomarcadores para se identificar danos iniciais nos organismos
sinalizando os efeitos e/ou respostas resultantes da exposicdo a um ou mais
agentes toxicos. Atualmente, os biomarcadores fisioldgicos, histologicos e
bioquimicos vém sendo utilizados amplamente para apontar e quantificar tanto
a exposicdo quanto os efeitos de contaminantes ambientais, e estédo
relacionados a avaliacdo da saude dos peixes (Adams et al., 1990; Van der
Oost et al., 2003). Os biomarcadores séo ferramentas sensiveis capazes de
detectar pequenas variacdes no ambiente, antes da ocorréncia de danos
irreversiveis ao ecossistema. Da mesma forma, contribuem para identificar o
risco de contaminacdo, o que é fundamental para determinar o grau de
severidade dos efeitos causados pelos xenobidticos. A aplicacdo de
biomarcadores no monitoramento ambiental proporciona uma medida da
disponibilidade de uma substancia quimica ambiental para um organismo
aguatico, fornecendo uma medida direta da resposta do organismo a exposicéo
a substancias quimicas (Schlenk et al., 2008).

Neste contexto, diversos trabalhos foram desenvolvidos com a
preocupacdo de avaliar os efeitos dos hidrocarbonetos em organismos
aguaticos, além de indicar os biomarcadores mais sensiveis que poderdo ser
utilizados em monitoramentos de areas impactadas.

Trabalhos que avaliam a toxicidade da gasolina em peixes sdo escassos,
porém os poucos trabalhos existentes comprovam que este composto, mesmo
em pequenas concentracdes, é capaz de promover alteracfes significativas
nos organismos expostos. Segundo Rodrigues e colaboradores (2010) a
gasolina provocou alterag@es histologicas nas branquias e no figado das larvas
de Odontesthes argentinensis, sendo inclusive mais toxica que o petroleo, e o
trabalho de Pacheco e Santos, (2001a) mostrou que a gasolina também induziu
a atividade da EROD e teve acao genotodxica para Anguilla Anguilla (enguia).

Por outro lado, existem diversos trabalhos que avaliaram os efeitos de
hidrocarbonetos individualmente. A exposicdo ao benzeno promoveu

alteracbes em diferentes enzimas no rim, figado, coracéo e cérebro de Clarias



gariepinus (Adeyemi et al., 2009), j& a mistura de benzeno e tolueno mostrou-
se mais letal que os compostos analisados separadamente para embrides de
Oryzias latipes (Teuschler et al., 2005). Para Brachydanio rerio oS compostos
etilbenzeno, xileno e tolueno, analisados individualmente, promoveram
alteracbes de comportamento, incluindo hiperatividade, natacdo erratica e
convulsdes (Ya-wei e Qi-xing, 2009).

Alguns hidrocarbonetos poliarométicos, como o naftaleno e o fenantreno
também estdo presentes na gasolina, porém em concentracdes menores
quando comparadas as concentracdes dos BTEX. No entanto, varios trabalhos
mostram que estes compostos, mesmo em baixas concentracdes, sdo capazes
de causar diversos danos em peixes expostos. O naftaleno é um dos HPAs
mais representativos na gasolina e trabalhos indicaram a presenca dele em
fracOes soluveis em agua da gasolina (Pacheco e Santos, 2001a; Rodrigues et
al., 2010). Varios trabalhos ja reportaram os efeitos em peixes provocados pela
exposicao ao naftaleno. Segundo Tintos e colaboradores (2007) o naftaleno
interferiu no metabolismo energético hepatico e promoveu redugcdo dos niveis
de cortisol plasmatico da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Pollino e
colaboradores (2009) verificaram que o naftaleno promoveu inibicdo dose-
dependente da EROD hepatica, agiu como disruptor endocrino além de
promover mé formagdo nas larvas de Melanotaenia fluviatilis. Outro trabalho
também mostrou que o naftaleno, e outros HPAs, sdo compostos neuro-ativos
que alteram o metabolismo de neurotransmissores monoaminérgicos no
cérebro, incluindo a noradrenalina, a serotonina e a dopamina (Gesto et al.,
2006 e 2009). A exposicdo ao fenantreno (HPA) promoveu aumento na
atividade de enzimas de defesa antioxidante de duas espécies (Oreochromis
niloticus e O. aureus) de tilapia (Wenju et al., 2009). Além dos efeitos da
exposicao direta aos HPA na saude dos peixes, estes compostos também
podem ser acumulados em 6rgéos e tecidos como revelado na analise da bile
de Oreochromis niloticus coletados em rios contaminados com HPA onde se
detectou a presenca de naphtaleno, pireno e benzo(a)pireno (Pathiratne et al.,
2009). Silva e colaboradores (2006) também encontraram naftaleno, fenantreno
e benzo(a)pireno na bile de peixes demersais coletados no canal de S&o

Sebastido, Sao Paulo.



Devido a sua capacidade de adaptacdo as variagbes ambientais, 0s
peixes sao considerados modelos interessantes para estudos em
ecotoxicologia. Em areas poluidas, os peixes encontram-se submetidos ao
estresse quimico que pode ocasionar alteragcbes em o6rgdos-alvo afetando
diferentes sistemas (Schwaiger et al., 1997). Para se conhecer os efeitos de
contaminantes sobre a biota aquética, tém se desenvolvido testes com
organismos aquaticos, que possibilitam avaliar o efeito do poluente em
condi¢Oes laboratoriais.

Dentre as espécies de peixes utilizadas como modelo experimental, o
Prochilodus lineatus, Valenciennes (Figura 1), tem sido bastante utilizado e ja
mostrou resultados importantes como espécie sentinela. Esse peixe da ordem
Characiformes, da familia Prochilodontidae popularmente conhecida como
curimba ou curimbatd, é nativo das regides Sul e Sudeste do Brasil,
considerada uma das mais importantes da bacia do rio Parana. Além de seu
valor ecolégico, € também economicamente importante para a regido, tanto
para a subsisténcia como para a pesca comercial (Cazenave et al., 2009).
Trata-se de uma espécie detritivora, desta forma, encontra-se em contato
direto com poluentes eventualmente depositados no sedimento, além dos
compostos diluidos na agua. Alguns trabalhos realizados tém demonstrado que
essa especie é muito sensivel a diferentes contaminantes (Carvalho e
Fernandes 2008; Camargo et al., 2009; Cazenave et al.,, 2009; Modesto e
Martinez, 2010), inclusive aos derivados de petréleo (Simonato et al., 2006 e
2008; Vanzella et al., 2007), e por isso € considerada como um potencial

bioindicador para monitoramentos ambientais.

Figura 1. Exemplar juvenil de Prochilodus lineatus.



Apesar do numero relativamente elevado de estudos relacionados a
toxicidade dos hidrocarbonetos de petréleo para organismos aquaticos
marinhos, os efeitos no ambiente neotropical e em organismos dulcicolas ainda
sdo escassos (Pollino e Holdway, 2003; Simonato et al., 2006 e 2008) e

trabalhos que avaliam a toxicidade e efeitos da gasolina ainda séo raros.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos gerais

Caracterizar os efeitos da fracdo solUvel da gasolina para o peixe
neotropical Prochilodus lineatus em varios niveis de organizacao

bioldgica: celular, bioquimico e fisiolégico.

4.2. Objetivos especificos

Determinar o efeito na atividade das enzimas EROD, GST, SOD,
CAT, GPx, GR, na concentracdo de GSH e a ocorréncia de danos
oxidativos (peroxidacédo lipidica) nas branquias e no figado de P.
lineatus expostos a FSG.

Avaliar o efeito nos parametros hematolégicos (hematocrito,
conteldo de hemoglobina e numero de eritrocitos), endocrinos
(cortisol plasmatico), metabdlicos (glicemia) e 0smo-idnicos
(osmolaridade plasmatica e concentracbes plasmaticas de Na®*, K*
e CI') de P. lineatus expostos a FSG;

Analisar o efeito na atividade Na'/K*-ATPase e na quantidade de

células-cloreto nas branquias de P. lineatus expostos a FSG.
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5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Para atender aos objetivos propostos, peixes jovens da espécie
neotropical Prochilodus lineatus (Figura 1) foram expostos a fracao solluvel de

gasolina. Segue abaixo a descricdo do desenho experimental.

5.1. Animal Experimental

Exemplares jovens de Prochilodus lineatus foram fornecidos pela Estac&o
de Piscicultura da UEL, com massa corpérea de 11,23 + 4,67 g e comprimento
total de 10,76 + 1,98 cm (média + DP, n= 266). Os animais foram aclimatados
durante sete dias, em tanque de 300 L, contendo agua desclorada, com
aeracdo, pH, fotoperiodo e oxigénio dissolvido constantes. Os peixes foram
alimentados com rag&do comercial a cada 48 h.

5.2. Preparo da frac&o soluvel da gasolina (FSG)

Foi utilizada a gasolina normalmente comercializada em postos de
distribuicdo de combustivel, comprada sempre no mesmo posto de bandeira
BR. A metodologia de simulacdo do derrame de combustivel seguiu a proposta
por Nicodem et al. (1998), sofrendo adaptacfes para escala de campo. A
gasolina foi misturada a 4gua na propor¢gdo de 1 parte de gasolina para 4
partes dgua (em forma de filme), essa mistura permaneceu em repouso
durante 24 horas (Figura 2). Dentro destas 24 horas, a mistura foi exposta ao
intemperismo sob condi¢des tropicais de insolacdo durante 6h com radiacao
solar direta (das 10 h até 16 h) em dias sem nuvens. Logo apds a exposicao,
foi realizada a extragcdo de fases: organica e aquosa. A fase aquosa foi
separada (FSG 100%), diluida para 5% (FSG 5%) e assim utilizada nos testes
de exposicao e a fase organica (insoluvel) foi descartada apropriadamente.

As FSG 100% e 5% foram analisadas qualitativamente para a presenca
de hidrocarbonetos mono e poliaromaticos por espectrofotometria de
fluorescéncia sincronizada de excitacdo/emissdo, segundo Nicodem e
colaboradores (1998). Os espectros de fluorescéncia sincronizados foram
registrados de 300 a 800 nm, onde os picos de 300 a 400 correspondem aos
hidrocarbonetos presentes na amostra. A determinacdo quantitativa
(concentracbes) dos hidrocarbonetos monoaromaticos, benzeno, tolueno,

etilbenzeno e xilenos (BTEX), alguns hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA) e
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fendis totais foi realizada somente na FSG 100%. Os HPAs foram analisados
de acordo com o método USEPA 8310 usando cromatografia liquida com
detector de fluorescéncia UV. Os BTEX foram analisados de acordo com o
método USEPA 5021, utilizando cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo de chama. O fenol foi analisado de acordo com o Standard Method

Direct (Método: 5530D) utilizando-se espectrofotometria.

Figura 2. Aguéario contendo a FSG pronta para utilizagcao nos testes
de toxicidade.

5.3. Exposic¢éo a FSG e coleta das amostras

Os peixes foram submetidos a testes de toxicidade estaticos agudos (6,
24 e 96 h). Para cada tempo experimental utilizou-se um grupo exposto a FSG
(EXP) e um grupo controle exposto apenas a agua (CTR). Os testes foram
realizados em aquarios de vidro de 100 L, contendo 8 peixes cada. Os peixes
foram expostos a 4gua contaminada com a FSG 5% (4 L de FSG:76 L de 4gua)
e amostrados apos cada periodo de exposicédo. O grupo controle foi amostrado
simultaneamente ao grupo exposto a FSG. Foram realizadas réplicas para
cada aquario (EXP e CTR). As caracteristicas fisicas e quimicas dos meios
foram monitoradas continuamente quanto a: temperatura, oxigénio dissolvido,

pH e condutividade.
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Imediatamente apoOs a retirada dos peixes dos aquarios, estes foram
anestesiados com benzocaina (0,1g.L™) para a retirada de uma amostra de
sangue pela veia caudal utilizando-se seringas heparinizadas. Seguidamente
foram mortos por sec¢cdo medular, medidos e pesados. A branquia foi retirada e
divida em trés partes, uma parte foi congelada a - 80°C para as andlises
bioquimicas, a segunda parte foi fixada em tampdo SEI para a andlise da
enzima Na'/K*-ATPase e a terceira parte fixada em solucdo de Bouin aquoso e
utiizada para a andalise imunohistoquimica. O figado foi retirado e
posteriormente congelado a - 80°C até o momento dos ensaios. Apds utilizacdo
de uma aliquota do sangue total o restante foi centrifugado (10 minutos, 10.000
g), e as amostras de plasma foram congeladas (- 20°C) até o momento das
andlises de osmolaridade e das concentracdes dos ions Na’, CI, K*, do

cortisol, da glicose e das proteinas totais.

5.4. Analises quimicas dos meios de exposic¢ao

As caracteristicas fisicas e quimicas da 4gua dos aquarios dos grupos
EXP foram (média £ DP): temperatura 21,1 + 0,7 °C; pH 7,3+ 0,5; 0D 7,4 £ 0,8
mg O,. L™"; condutividade 88,6 + 2,9 pS.cm™, n=30. Para a 4gua dos aquarios
dos grupos CTR os valores foram: temperatura 21,8 + 0,5 °C; pH 7,2 + 0,3; OD
7,1 + 1,8 mg O,. L'™"; condutividade 116,6 + 1,6 uS.cm™, n=30. Esses valores
permaneceram estaveis durante todo o periodo experimental, tanto nos
aguarios controles quanto nos aquarios com a FSG, desta forma esses
parametros nao influenciaram nos resultados obtidos.

As concentracdes dos HPAs e dos BTEX estéo relacionadas na Tabela 1.
A FSG apresentou altas concentracbes de BTEX, o etilbenzeno foi o mais
representativo seguido pelo xileno, benzeno e tolueno. Dentre os 12 HPAs
analisados, o naftaleno foi o mais significante, seguido pelo antraceno e
fenantreno. Todos os outros HPAs analisados mostraram concentracdes
abaixo do limite de detec¢do (0,05 ug.L™). O espectro de fluorescéncia (Figura
2) da FSG 100 % indicou a presenca dos hidrocarbonetos com pico de emisséo
entre 300 e 400 nm. As amostras da FSG diluida 5 % e coletada apGs os testes
de toxicidade (6, 24 e 96 h) mostraram uma diminui¢cdo na intensidade relativa

destes compostos quando comparadas com a FSG 100 %.



Tabela 1. Concentracdo de hidrocarbonetos monoaromaticos (BTEX) e
hidrocarbonetos poliarométicos (HPAs) em 100% da fracdo sollvel da
gasolina (FSG).

Hidrocarbonetos FSG 100% [ug.L"]
Benzeno 5.700,00
Tolueno 1.050,00

Etilbenzeno 10.500,00

Xilenos 7.550,00

Total BTEX 24.800,00
Antraceno 53,25
Benzo(a) antraceno <0,05
Benzo(a) pireno <0,05
Benzo(ghi) perileno <0,05
Benzo(k) fluoranteno <0,05
Criseno <0,05
Dibenzo(a, h) antraceno <0,05
Fenantreno 12,20
Fluoranteno <0,05
Indeno (1, 2, 3) pireno <0,05

Naftaleno 2.138,25
Pireno <0,05

Total HPA 2.203,70
Fenol Total 60,00

Limites de deteccdo: BTEX - 5,0 pg.L"; HPA — 0,05 pg.L"; Fenol — 5,0 ug.L"

FSG 100%

Intensidade Relativa
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Figura 3. Espectro de fluorescéncia sincronizado da FSG 100% e da FSG 5% coletada

apos os testes de toxicidade de 6, 24 e 96 h.
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Neste trabalho a analise quimica de 100 % da FSG mostrou altas
concentracbes dos hidrocarbonetos monoarométicos (BTEX) e do
poliaromatico, naftaleno. Outros HPAs como o antraceno e fenantreno também
foram encontrados, porém em menores concentracdes. As altas concentracdes
dos BTEX refletem a adicdo do etanol na gasolina brasileira (25 %) o qual
aumenta a solubilidade destes monoaromaticos devido ao efeito co-solvente
quando presente na agua (Corseuil et al.,, 2004). A determinacdo das
concentragdes dos hidrocarbonetos foi realizada somente para a FSG 100 %,
considerando-se que os métodos analiticos disponiveis possuem limitacdes
para quantificar concentragcdes muito pequenas, como a encontrada na FSG 5
%. Apesar disso, a analise qualitativa indicou a presenc¢a dos hidrocarbonetos
na FSG 5 % ap0s os testes de exposicdo. A comparacao entre a FSG 100 % e
a FSG 5 %, depois dos diferentes periodos do teste (6, 24 e 96 h), mostrou
uma diminuicdo na intensidade relativa dos picos de fluorescéncia. No entanto,
a comparagdo entre as FSG 5 % coletadas apds os diferentes tempos de
exposicao indicaram uma pequena variacado entre os tempos de 6 e 24 h, e
mesmo a amostra coletada apés 96 h de exposicao ainda foi possivel visualizar
o pico de fluorescéncia dos compostos aromaticos. Esses resultados enfatizam
a importancia da utilizagdo de biomarcadores sensiveis na avaliagdo e
monitoramento de locais impactados com gasolina, visto que baixas
concentracdes de hidrocarbonetos sdo suficientes para manifestar alteracdes
significativas no organismo dos animais expostos servindo de alerta antes do

comprometimento de populagdes inteiras.
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6. CAPITULO |

Efeitos da fracdo solluvel da gasolina nas enzimas de biotransformacéo e

defesas antioxidantes do peixe Prochilodus lineatus
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6.1. INTRODUCAO

Dentre os diferentes tipos de poluentes, os derivados de petroleo sdo um
dos mais relevantes para a ecotoxicologia aquatica (Pacheco e Santos, 2001a)
e causam muita preocupacdo, tanto pela frequéncia dos eventos de
contaminagdo como pelo elevado potencial poluidor dos seus compostos,
principalmente os hidrocarbonetos aromaticos (Pacheco e Santos, 2001b). A
gasolina é um produto da destilagdo direta do petrdleo, que apresenta potencial
poluidor diretamente relacionado com os hidrocarbonetos aromaticos de maior
solubilidade em agua, isto é, benzeno, tolueno e xilenos (BTEX) e alguns
hidrocarbonetos poliaromaticos como o naftaleno, o fenantreno entre outros
(Petrobras, 2003; Tiburtius et al., 2004).

Alguns trabalhos ja mostraram os efeitos da exposi¢ao ao petroleo e seus
derivados nas vias de defesa antioxidante de peixes (Pacheco e Santos,
2001a; Achuba e Osakwe, 2003; Zhang et al., 2004). Em peixes expostos a
hidrocarbonetos de petréleo, alguns danos oxidativos podem aparecer como a
peroxidacgao lipidica, a inativacdo de enzimas, quebra da cadeia de DNA entre
outros (Zhang et al., 2003).

A biotransformagao é importante para alterar a atividade biolégica de
compostos toxicos e impedir que causem danos celulares. O processo de
biotransformagao inclui numerosos sistemas enzimaticos diferentes e diversos
tipos de substratos. A funcdo das enzimas de biotransformacdo é tornar os
compostos mais hidrossoluveis para que sejam facilmente excretados. No
entanto, algumas vezes os produtos metabdlicos podem ser mais reativos e
téxicos do que o composto ndo metabolizado, esse processo € denominado
bioativagdo (Stegeman et al.,, 1992; Van der Oost et al., 2003). A
biotransformacdo dos xenobidticos usualmente consiste de duas fases. As
reacdes de fase | envolvem reacdes de oxidagao, reducao e hidrélise que sao
catalisadas por enzimas que compdem o sistema de oxidases de fungcado mista
(MFO) e incluem o citocromo P450, o citocromo bs e 0 NADPH-citocromo P450
redutase. A mais importante caracteristica do sistema MFO ¢é a capacidade de
facilitar a excregao de compostos pelo metabolismo da fase | transformando-os
em compostos mais hidrossoluveis e também servindo de substrato para as

reacdes de fase |l que aumentam a taxa de excregcéo (Van der Oost et al.,
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2003). A principal fungdao do sistema MFO em peixes ndao expostos a
contaminantes € o metabolismo de hormdnios sexuais. Para os peixes, as
principais enzimas de fase | sdo da familia denominada citocromo P450 (Di
Giulio et al., 1995). Os citocromos P450 sdao heme proteinas associadas a
membrana, predominantemente localizada no reticulo endoplasmatico do
figado. A reacdo basica catalisada pelo citocromo P450 é a monooxigenagéo,
na qual um atomo do oxigénio molecular é incorporado ao substrato lipofilico
RH, que corresponde ao xenobidtico, e o outro € reduzido a agua, sendo os
elétrons necessarios para a reducado fornecidos pelo NADPH. O sistema do
citocromo P450 abrange uma superfamilia de enzimas. Para os peixes a classe
de isoenzimas da familia do citocromo P450 responsavel pela
biotransformagao de uma ampla variedade de xenobioticos, como os HPAs, é a
subfamilia CYP1A (Van der Oost et al., 2003; Benedetti et al., 2007). Embora
seja estudada principalmente no figado, a indugdo da CYP1A também ja foi
observada em outros 6rgaos, como rim e branquias (Jonsson et al., 2009). O
método mais utilizado para se determinar a atividade catalitica associada a
CYP1A é o ensaio que mede a atividade da enzima EROD (7-Etoxiresorufina-
O-desetilase) (Whyte et al., 2000). A Figura 4 mostra as etapas da indugao da
CYP1A por um xenobidtico. A inducido de isoenzimas especificas se inicia pela
ligacdo de um xenobidtico (XB) a um complexo protéico constituido pelo
receptor aril hidrocarboneto (AhR) ligado a uma proteina HSP90 (heat-shock
protein 90). Apds a liberacdo da HSP90 o complexos AhR+XB liga-se a uma
outra enzima, a hidrocarboneto aril nuclear transferase (ARNT), e entdo esse
complexo é transferido do citoplasma da célula para o nucleo. No nucleo o
complexo XB+AhR+ARNT liga-se a uma regido especifica do DNA,
denominada de elemento de resposta a xenobidtico (XRE), localizada antes
(upstream) do gene da CYP1A. Apos a ligagdo do complexo ao DNA, fatores
de transcricdo conseguem acessar a regidao promotora do gene CYP1A e o
RNAm, produto deste gene, é sintetizado (Stegeman et al., 1992).

A fase Il de biotransformacédo envolve a conjugacao do xenobidtico, na
sua forma original ou seus metabdlitos. Essa conjugagao resulta no aumento
da solubilidade dos contaminantes na agua e consequentemente nas suas
taxas de eliminagdo, reduzindo a probabilidade dos compostos téxicos se

ligarem a outras macromoléculas celulares, como o DNA.
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Figura 4. Esquema do mecanismo da inducdo do citocromo P450. XB, xenobidtico; AhR,
receptor aril hidrocarboneto; HSP90, proteina 90 de choque térmico; ARNT, hidrocarboneto aril
nuclear transferase; DNA, &cido desoxirribonucléico; Cit P450, citocromo P450; GST,
glutationa-S-transferase; xb, xenobidtico metabolizado na fase |; GSH — tripeptideo glutationa
reduzida; XRE, elemento de resposta a xenobiético; RNAm, acido ribonucléico mensageiro.
Baseado em Van der Oost et al., 2003 e Tompkins and Wallace, 2007.

A glutationa-S-transferase (GST) esta principalmente relacionada com a
conjugagao e excrecdo de compostos toxicos na chamada fase Il de
biotransformacgao, essa enzima é responsavel por detoxificar os compostos
téxicos e/ou os metabdlitos produzidos na fase | de biotransformagdo. A GST
participa da detoxificagdo de contaminantes lipofilicos, pela ativagcdo das
reagcdes de conjugagdo com substratos endbégenos, no caso o tripeptideo
glutationa (GSH). A toxicidade de muitos poluentes pode ser modulada pela
indugdo das GSTs (Van der Oost et al., 2003; Halliwell e Gutteridge, 2005). A
Figura 4 mostra a GST catalizando a reagdo de conjugacdo do xenobidtico
metabolizado na fase | com o tripeptideo endégeno (GSH) para que este seja
excretado. Por outro lado, muitos contaminantes ou seus metabdlitos
produzidos durante a biotransformacdo tém mostrado exercer efeitos toxicos

relacionados ao estresse oxidativo (Van der Oost et al., 2003).
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Os danos oxidativos surgem quando os mecanismos de defesa do
animal, responsaveis pela remogédo das espécies reativas de oxigénio (ERO)
sao inadequados ou insuficientes, promovendo estresse oxidativo. As espécies
reativas de oxigénio (ERO) como o radical anion superéxido, o radical hidroxil e
o peroxido de hidrogénio, sdo moléculas formadas a partir do metabolismo de
compostos normais para os organismos ou do metabolismo de xenobioticos
(Halliwell e Gutteridge, 2005). Os organismos aerobicos apresentam diferentes
mecanismos, enzimaticos e nédo enzimaticos, de defesa antioxidante que
podem prevenir a formagao das ERO, reagir com esses intermediarios reativos,
bem como reparar os danos causados pelos mesmos (Storey, 1996; Halliwell e
Gutteridge, 2005). Caso o sistema de defesa antioxidante esteja comprometido,
pode ser estabelecido um desequilibrio pré-oxidante celular, promovendo
estresse oxidativo, que, por sua vez, estd associado a varios processos
patologicos e pode comprometer a sobrevivéncia dos organismos. Dentre os
danos oxidativos podemos encontrar a peroxidagao lipidica e danos no DNA.
Esses danos sao considerados biomarcadores importantes na avaliacdo da
resposta de organismos expostos a xenobidticos (Di Giulio et al., 1995).

A glutationa reduzida (GSH) € um tripeptideo enddgeno que pode ser
considerado um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula, protegendo-a contra lesdes resultantes da exposicéo a
agentes oxidantes (Halliwell e Gutteridge, 2005). Além disto, a GSH é co-fator
para a acao da enzima GST (Figura 5) que participa da detoxificagao de
agentes quimicos, e da enzima GPx, que atua na eliminagdo de perdxido de
hidrogénio e de hidroperoxidos organicos (Di Giulio et al., 1995; Hermes-Lima,
2004). A glutationa redutase (GR) é uma enzima chave no metabolismo da
glutationa reduzida, essencial na manutencdo da homeostase GSSG/GSH sob
condicdes de estresse oxidativo, visto que pela oxidagcdo de um NADPH para
NADP ela catalisa a forma oxidada da glutationa (GSSG) para a forma reduzida
(GSH) promovendo a reciclagem deste tripeptideo (Van der Oost et al., 2003).

As superoxidos dismutases (SOD) constituem uma familia de
metaloenzimas responsavel por catalisar a transformacdo do radical anion
superoéxido (O2) em peroxido de hidrogénio (H20,). Existem diferentes tipos de
SOD como a cobre e zinco (CuZn-SOD), que pode ser encontrada tanto no

meio intracelular como no extracelular (Halliwell e Gutteridge, 2005). A catalase
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(CAT) é uma enzima capaz de catalisar a redugcao do peréxido de hidrogénio
(H202) em oxigénio e agua e muitos estudos sugerem que esta enzima é mais
efetiva para controlar o estresse oxidativo quando as concentragdes de H,0O,
estdo muito elevadas (Hermes-Lima, 2004). O peréxido de hidrogénio € um
composto potencialmente prejudicial dada sua capacidade de atravessar
membranas biologicas e sua alta estabilidade. A GPx € uma enzima que além
de catalisar o metabolismo do H,O, também é responsavel pelo metabolismo
de um grande numero de hidroperéxidos organicos, envolvendo a oxidagéo
concomitante da GSH para a sua forma oxidada (GSSG). Esta enzima nao é
meramente complementar a catalase, mas desempenha um papel muito
importante na inibicdo e/ou prevencdo contra danos oxidativos nas células
(Halliwell e Gutteridge, 2005). A Figura 5 apresenta uma pequena sintese de
como o sistema de defesa antioxidante pode funcionar de maneira integrada. A
SOD é responsavel por catalisar a dismutacado do radical anion superéxido em
perdxido de hidrogénio e este por sua vez pode ser degradado tanto pela CAT
como pela GPx. A GSH pode atuar sozinha como antioxidante ou como
substrato para as reacbes da GST e da GPx. A GR é importante para a
reciclagem GSH. Essas acdes ocorrem para que as ERO nao provoquem dano
oxidativos aos componentes celulares.

A gasolina é o principal combustivel automotivo e é amplamente utilizada
em todo o mundo. A contaminagdo da agua por esse derivado de petroleo esta
relacionada a vazamentos pequenos, porém continuos, a partir dos tanques de
armazenamento em postos de distribuicdo de combustiveis. Esses vazamentos
atingem corpos de agua e, portanto é importante que se conhega o potencial
téxico da gasolina para organismos aquaticos. Entretanto, apesar do numero
relativamente elevado de estudos relacionados a toxicidade dos
hidrocarbonetos de petroleo, ha uma caréncia de dados sobre os efeitos da
gasolina em espécies de peixes dulcicolas e estudos experimentais sobre os
efeitos desse contaminante nos ecossistemas e em peixes neotropicais de
agua doce sao necessarios. Com base no exposto, o presente estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos da fragdo soluvel da gasolina nas enzimas de
biotransformacdo e no sistema de defesa antioxidante do peixe neotropical

Prochilodus lineatus.
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Figura 5. Esquema do mecanismo de defesa antioxidante para protecdo das células contra
as espécies reativas de oxigénio. Legenda: ERO, espécies reativas de oxigénio; SOD,
superoxido dismutase; CAT, catalase; GST, glutationa-S-transferase; GR, glutationa
redutase; GPX, glutationa peroxidase; GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada;
O, radical anion superoxido; H.O,, perdéxido de hidrogénio; H,O, molécula de agua; O,
oxigénio molecular. Adaptado de Hermes-Lima, 2004.

6.2. MATERIAIS E METODOS

6.2.1. Preparagéo das amostras

A branquia e o figado foram pesados, homogeneizados (5x volume para
as branquias e 10x volume para o figado) em tampao fosfato de potassio (0,1
M; pH 7,0), centrifugados (20 min, 13.200 g, 4 °C) e o sobrenadante foi
separado para analises dos parametros bioquimicos. A concentracdo de
proteinas do sobrenadante foi determinada de acordo com o método de Lowry

e colaboradores (1951) utilizando-se albumina de soro bovino como padrio.

6.2.2. Analises das enzimas de biotransformacéo

A inducdo da CPY1A foi determinada pela analise da atividade da
etoxiresorufina-O-desetilase (EROD). O método adaptado de Eggens e
colaboradores (1992) consiste da medida fluorimétrica em placa de 96 pogos. A
mistura de reacao continha tampéao fosfato de potassio 0,1 M; pH 7,6; NADPH
2 mM e 0,1 mM 7-etoxiresorufina. A reagao foi iniciada pela adicao da amostra

(50 pL de sobrenadante de brénquia ou de figado) em 200 pyL da mistura de
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reacdo. O aumento progressivo da fluorescéncia, resultante da formacéao
resorufina, era medida a cada minuto, durante 10 minutos (comprimento de
onda de excitagdo de 530 nm e emissdo 590 nm). A porgéao inicial linear da
curva foi utilizada para avaliar a taxa de reacdo e a atividade da EROD foi
expressa em pmol de resorufina.min™. mg de proteina™”, baseada em uma
curva padrao de resorufina.

A atividade da GST foi determinada seguindo-se a complexacdo da
glutationa reduzida (GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), em 340
nm (Keen et al., 1976). A atividade da enzima foi expressa em nmol CDNB

conjugado.min™’.mg de proteina .

6.2.3. Analises dos antioxidantes

A atividade da SOD foi determinada pela medida da inibicdo da taxa de
redugcdo do citocromo c pelo radical superoxido em 550 nm de acordo com
McCord e Fridovich (1969). A atividade da enzima foi expressa em U de SOD
por miligrama de proteina. Uma unidade de SOD representa a quantidade de
enzima necessaria para produzir 50 % de inibicdo da taxa de reducédo do
citocromo c.

A atividade da CAT foi determinada seguindo-se a velocidade de
decomposicdo do H,0O,, através do decréscimo de absorbancia em 240 nm
(Beutler, 1975). A atividade da enzima foi expressa em pmol H;O;
metabolizado. min™'.mg de proteina™.

A atividade da GPx selénio-dependente foi determinada pelo método de
Hopkins e Tudhope (1973) , baseado na oxidagdo do NADPH + H' em
presenca de peréxido de hidrogénio, em 340 nm. A atividade da enzima foi
expressa em pmol NADPH oxidado. min™'.mg de proteina ™.

A concentragcdo de GSH foi determinada de acordo com o método de
Beutler e colaboradores (1963). As amostras foram homogeneizadas com
acido tricloroacético (1:1 v/v com TCA 6 %). Apés centrifugacdo (1.200 g) este
sobrenadante acidificado foi adicionado a tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH
8,0, contendo DTNB 0,25 mM (5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico) e a formagao do
anion tiolato foi determinado a 412 nm. O conteudo de GSH foi expresso em ug

GSH.mg de proteina 1 a partir de uma curva padrdo de 10 a 200 uM de GSH.
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A glutationa redutase (GR) foi determinada indiretamente pela redugao do
NADPH mediante a presenca da glutationa oxidada (Carlberg e Mannervik,
1975), a 340 nm. A atividade da enzima foi expressa em pmol NADPH

oxidado.min™".mg de proteina ™

6.2.4. Andlises da peroxidacdo lipidica

Os niveis de lipoperoxidagdo (LPO) tecidual foram estimados pela
oxidacdo do Fe?* na presenca de xilenol laranja (ensaio FOX). Para este ensaio
foi utilizada a metodologia proposta por Jiang e colaboradores (1991), que
emprega o butil-hidroxitolueno na mistura de reagdo e as leituras de
absorbancia foram feitas em 560 nm. Os niveis de LPO foram expressos em
umol hidroperoxido de cumeno.mg de proteina -1 a partir de uma curva padréo

para o hidroperoxido de cumeno (CHP).

6.2.5. Andlise estatistica

Os resultados obtidos para os grupos controle e experimental, em cada
tempo de exposigdo, foram comparados entre si utilizando-se o teste
paramétrico t de student's ou o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney,
dependendo da distribuigdo dos dados. A opcdo para utilizagcdo de testes
parameétricos ou ndo paramétricos baseou-se nas analises de normalidade e
homogeneidade de varidncia. Foram considerados significativos valores de P <
0,05.

6.3. RESULTADOS

6.3.1. Enzimas de biotransformacéao e defesa antioxidante no figado

Os animais expostos a FSG apresentaram aumento significativo da EROD
(Figura 6.A) nos tempos experimentais de 24 e 96 h, em comparagao aos
respectivos controles. A atividade da enzima GST apresentou aumento
significativo nos animais expostos a FSG (Figura 6.B) nos trés tempos
experimentais, quando comparados com os respectivos grupos controles. A
atividade da SOD (Figura 7.A) apresentou reducgao transitéria nos animais
expostos a FSG por 24 h. As atividades das enzimas de defesa antioxidantes

CAT e GPx (Figura 7.B e C) apresentaram aumento significativo no figado dos
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animais exposto por 96 h a FSG. A concentragdao de GSH (Figura 8.A) no
figado dos animais expostos a gasolina foi significativamente maior apds 24 h e
96 h de exposicado, quando comparada com a do grupo CTR. A GR apresentou
aumento significativo em 6 h de exposi¢cao e diminuicao significativa em 24 h e

96 h nos animais expostos a FSG (Figura 8.B).

6.3.2. Enzimas de biotransformacdo e defesa antioxidante na
branquia

Os animais expostos a FSG apresentaram aumento significativo da EROD
branquial nos tempos experimentais de 24 e 96 h, em comparagao aos
respectivos controles (Figura 9.A). A atividade da enzima GST apresentou
aumento significativo nos animais expostos a FSG em todos os tempos

experimentais, em relagao aos respectivos controles (Figura 9.B).
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Figura 6. Atividade hepatica da EROD (A) e da GST (B) de Prochilodus lineatus
expostos a agua (CTR) ou a FSG (EXP), durante 6, 24 e 96 h. * Indica diferenca
significativa em relagdo ao respectivo grupo controle. As barras indicam a média e as
linhas o EP (nimero de animais: de 10 a 15).
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A SOD e GPx (Figura 10.A e C) nao apresentaram alteragdes
significativas nos animais expostos a FSG quando comparados aos grupos
controle. Por outro lado, a atividade branquial da CAT (Figura 10.B) aumentou
significativamente nos animais apds 6 h e 24 h de exposi¢gao a FSG, quando
comparada com a atividade da CAT nos animais dos respectivos grupos
controle. A)
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Figura 7. Atividade hepatica da SOD (A), da Catalase (B) e da GPx (C) de Prochilodus
lineatus expostos a agua (CTR) ou a FSG (EXP), durante 6, 24 e 96 h. * Indica
diferenca significativa em relacdo ao respectivo grupo controle. As barras indicam a
média e as linhas o EP (numero de animais: de 10 a 15).
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A concentragcdo de GSH nas branquias dos animais expostos a FSG por 24 h
foi significativamente maior em relagdo ao grupo CTR (Figura 11.A). A
atividade da GR (Figura 11.B) ndo apresentou alteracao significativa entre os

animais expostos a FSG quando comparados ao grupo controle.
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Figura 8. Concentragcdo de GSH (A) e atividade da GR (B) no figado de Prochilodus
lineatus expostos a agua (CTR) ou a FSG (EXP), durante 6, 24 e 96 h. * Indica
diferenca significativa em relacdo ao respectivo grupo controle. As barras indicam a
média e as linhas o EP (numero de animais: de 10 a 15).
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Figura 9. Atividade branquial da EROD (A) e da GST (B) de Prochilodus lineatus
expostos a agua (CTR) ou a FSG (EXP), durante 6, 24 e 96 h. * Indica diferenca
significativa em relagdo ao respectivo grupo controle. As barras indicam a média e as
linhas o EP (numero de animais: de 10 a 15).
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Figura 10. Atividade branquial da SOD (A), da Catalase (B) da GPx (C) de Prochilodus
lineatus expostos a agua (CTR) ou a FSG (EXP), durante 6, 24 e 96 h. * Indica
diferenca significativa em relacdo ao respectivo grupo controle. As barras indicam a
média e as linhas o EP (nimero de animais: de 10 a 15).
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Figura 11. Concentragdo de GSH (A) e atividade da GR (B) nas branquias de
Prochilodus lineatus expostos a agua (CTR) ou a FSG (EXP), durante 6, 24 € 96 h.

* Indica diferenga significativa em relagao ao respectivo grupo controle. As barras
indicam a média e as linhas o EP (numero de animais: de 10 a 15).
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6.3.3. Lipoperoxidacao no figado e nas branquias
Um aumento significativo de peroxidagao lipidica foi detectado no figado
dos animais apés 6 h de exposigdo a FSG (Figura 12.A). Enquanto que nas

branquias um aumento na peroxidacéo lipidica foi identificado somente apds 96

h de exposicao a FSG (Figura 12.B).
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Figura 12. Concentracdo de hidroperéxido de cumeno no figado (A) e nas branquias
(B) de Prochilodus lineatus expostos a agua (CTR) ou a FSG (EXP), durante 6, 24 e
96 h. * Indica diferenca significativa em relagao ao respectivo grupo controle. As barras
indicam a média e as linhas o EP (nimero de animais: de 10 a 15).
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4. Discussao

Alguns trabalhos ja reportaram alteragbes significativas em parametros
bioquimicos de peixes expostos a BTEX e HPA presentes em diferentes tipos
de petréleos e/ou seus derivados. Nos trabalhos de Pacheco e Santos (2001 a
e b), enguias (Anguilla Anguilla) expostas a fragdo soluvel da gasolina e do
diesel apresentaram aumento significativo da EROD hepatica. Bols e
colaboradores (1999) também detectaram aumento da EROD em hepatdcitos
de trutas expostos a diferentes tipos de HPAs. Shukla e colaboradores (2007)
encontraram acumulacdo de HPAs em branquias, figado, musculo e gbénadas
de Tilapia mossambica e Silva e colaboradores (2006) também encontraram
naftaleno, fenantreno e benzo(a)pireno na bile de peixes demersais coletados
no canal de Sado Sebastido, Sdo Paulo.

Entretanto, ainda existe uma caréncia de dados sobre os efeitos dos
derivados do petréleo, em especial da gasolina, em espécies de peixes
dulcicolas neotropicais e por isso estudos experimentais do impacto desse
contaminante nos ecossistemas e em peixes neotropicais de agua doce, séo
importantes.

Alguns trabalhos recentes ja demonstraram que a exposigao da espécie
de peixe Prochilodus lineatus a fracdo soluvel do 6leo diesel promoveu
ativagdo das vias de detoxificagdo, alteragcdes hematoldgicas e metabdlicas e
ainda causou danos estruturais na branquia e no figado (Simonato et al., 2006
e 2008), além de danos no DNA e nos eritrdcitos (Vanzella et al., 2007). Esses
resultados demonstram a sensibilidade dessa espécie para derivados de
petroleo. O presente trabalho € o primeiro a avaliar os parametros bioquimicos
de um peixe dulcicola neotropical exposto a FSG, e os resultados mostraram
que esta espécie também é sensivel a gasolina. Neste trabalho as altas
concentragbes dos compostos monoaromaticos (BTEX) e de alguns HPAs,
como o naftaleno, fenantreno e antraceno, encontradas na FSG estimularam a
biotransformacdo, como mostrado pelo aumento da EROD e da GST, e
promoveram alteragdes nos componentes enzimaticos e nao-enzimaticos do
sistema de defesa antioxidante do P. lineatus. Além disso, o sistema de defesa
antioxidante nao foi totalmente eficaz uma vez que ocorreu peroxidacgao lipidica

em ambos os 6rgaos estudados.
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O organismo possui duas formas principais de eliminar um composto
quimico: ou €& excretado na sua forma original ou é biotransformado pelo
organismo. A biotransformacgéo geralmente leva a formagdo de um composto
mais hidrofilico para que seja facilitada sua excregdo. O 6rgdo mais
comumente relacionado a biotransformacdo de xenobidticos € o figado
(Jimenez e Stegeman, 1990; Van der Oost et al., 2003). No entanto, alguns
autores também destacam a importéncia de outros érgaos detoxificantes, como
os rins, o intestino e as branquias (Jonsson et al., 2002). Os trabalhos
desenvolvidos por Abrahamson e colaboradores (2007) e Jobnsson e
colaboradores (2009) mostraram a importancia das branquias no processo de
detoxificacdo de xenobidticos. No presente trabalho, a indugdo da CPY1A
indicada pelo ensaio da EROD mostrou a ocorréncia do processo de
biotransformacao de fase | dos compostos da FSG nos tempos experimentais
de 24 e 96 h nas branquias e no figado. Esses resultados reforcam a indugao
da CPY1A na presencga de hidrocarbonetos aromaticos. O aumento da EROD
ja foi relatado em estudos anteriores em figado (Pacheco e Santos, 2001a e
2001b; Benedetti et al., 2007) e em branquias (Abrahamson et al., 2007;
Jonsson et al., 2009) de peixes expostos a diferentes tipos de hidrocarbonetos.
Nesta fase da biotransformagdo, um oxigénio molecular é incorporado ao
substrato lipofilico RH, que corresponde ao xenobidtico, e, embora isto
aumente sua solubilidade em agua, o efeito mais importante é tornar o
xenobidtico um substrato adequado para as reagdes de fase Il. Nas reagdes de
fase Il, o composto resultante da fase | ou o xenobidtico original € conjugado
com compostos endoégenos, que torna o produto mais hidrossoluvel para que
seja facilmente excretado (Di Giulio et al., 1995). A GST cataliza a conjugacéao
com a GSH de compostos téxicos na chamada fase Il de biotransformacéao
(Pandey et al., 2003). No presente trabalho, tanto o figado como as branquias
apresentaram aumento significativo da GST em todos os tempos
experimentais. Esses resultados mostraram que houve indugcdo das enzimas
de biotransformacéao de fase | e Il em ambos os 6rgaos, reforcando a fungéo do
figado no metabolismo de xenobidticos e indicando a branquia como um
importante 6rgdo de detoxificacdo, além disso, indicam essas duas enzimas
como bons biomarcadores para monitoramento de locais impactados com

gasolina.
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A biotransformacao de xenobidticos € um mecanismo essencial para a
eliminagdo de compostos toxicos como ja descrito acima, no entanto € uma
importante fonte de ERO (Stegeman et al., 1992; Halliwell e Gutteridge, 2005).
Assim, o0s organismos aerobicos apresentam diferentes mecanismos,
enzimaticos e ndo enzimaticos, que podem reagir com esses intermediarios
reativos, prevenir a formacdo dessas ERO, bem como reparar os danos
causados pelos mesmos (Storey, 1996; Halliwell e Gutteridge, 2005).

A inducdo da CAT hepatica em 96 h e branquial apds 6 e 24 h sugere um
aumento na producéo de perédxido de hidrogénio, devido a sua especificidade
em remover este composto que é causador de danos celulares (Sturve et al.,
2006). Segundo Hermes-Lima (2004) a catalase € mais requerida quando a
concentragao intracelular do H,O, é muito elevada. Assim, esses resultados
indicam um esforgo do animal em combater o perdxido de hidrogénio produzido
durante a exposicdo a FSG. Além disso, o aumento da CAT afeta a reacao de
Fenton e diminui a possibilidade de peroxidacg&o lipidica (Bagnyukova et al.,
2006). Apesar do aumento da atividade da CAT branquial é necessario atentar
que a quantidade dessa enzima nas branquias € muito menor quando
comparada com o figado. Segundo Wilhelm e colaboradores (1994) a branquia
pode apresentar mecanismos alternativos para a eliminagdo do perdxido de
hidrogénio. Um possivel aumento de perdxido de hidrogénio, indicado pela
elevagcdo da CAT em ambos os 6rgaos, provavelmente reflete um efeito da
FSG, visto que essa ERO nao foi gerada pela transformagao do radical &nion
superoxido pela SOD. Essa enzima n&o apresentou variagdo na branquia, e no
figado mostrou diminuicdo em 24 h, o que pode refletir a inibigdo da SOD. O
estresse oxidativo, provocado pela gasolina, pode causar modificagcdes
estruturais em enzimas, inativando-as (Che et al., 2007), e ainda ha varias
condigbes patologicas provocadas por ERO que causam diminuicdo na
atividade da SOD (Hermes-Lima, 2004). Além disso, a SOD também apresenta
sensibilidade ao perdxido de hidrogénio, sendo inativada na presenca desse
composto (Sampson and Beckman, 2001), indicando que esta enzima é
sensivel a pequenas alteragbes do estado normal do organismo. O sistema

SOD-CAT fornece uma importante linha de defesa contra as ERO (Pandey et
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al., 2003), no entanto os resultados de SOD e CAT deste trabalho para ambos
os 6rgaos, ndo apresentaram uma co-relagao.

A GPx é uma enzima do sistema de defesa antioxidante que utiliza a GSH
como co-fator, e também é responsavel por catalisar a reducdo do H,O, em
agua além de eliminar hidroperdoxidos organicos (Van der Oost et al., 2003;
Halliwell e Gutteridge, 2005) sendo assim muito importante para combater a
formagdo de lipoperéxidos (Di Giulio et al., 1995). As branquias nao
apresentaram alteragbes significativas na atividade da GPx apds exposi¢ao a
FSG, contudo o figado apresentou aumento significativo desta enzima nos
peixes expostos a FSG apds 96 h, o que reflete a necessidade de eliminagao
de perdéxido de hidrogénio e/ou de hidroperoxidos organicos hepaticos. O
aumento na atividade das enzimas GPx e CAT hepaticas reforca a idéia de um
acréscimo na quantidade de peroxido de hidrogénio neste 6rgao,
provavelmente provocado pela exposicdo a FSG. Foi possivel observar
também que a quantidade de GPx branquial do Prochilodus lineatus foi quase
duas vezes maior que a GPx hepatica. Isto pode indicar que GPx branquial no
P. lineatus pode atuar como reforco para a eliminagcdo de ERO uma vez que a
quantidade de CAT ¢é muito pequena. No entanto, esse padrdo nao foi
observado em outras espécies de peixes como em Liza aurata (Oliveira et al.,
2008), em Clarius gariepinus e Oreochromis mossambicus (Siwela et al., 2009)
e no Wallago attu (Pandey et al., 2003) onde a quantidade de GPx hepatica

sempre foi superior a GPx branquial.

A GSH é um tripeptideo endogeno antioxidante que forma a primeira
linha de defesa contra as ERO (Ahmad et al., 2000) participando de muitas
reacdes celulares neutralizando diretamente os pro-oxidantes ou atuando em
reagcdes enzimaticas onde opera como substrato (Van der Oost et al., 2003;
Halliwell e Gutteridge, 2005). O aumento significativo da concentracédo de GSH
hepatica durante 24 h e 96 h e da GSH branquial apés 24 h de exposicdo a
FSG indica o aumento da prote¢cdo do organismo contra o estresse oxidativo.
Esse aumento da GSH pode também ser justificado, além da sua capacidade
antioxidante individual, pela necessidade das enzimas GST e GPx, que
requerem este tripeptideo como substrato para as reag¢des de biotransformacao

e de defesa antioxidante, respectivamente (Halliwell e Gutteridge, 2005).
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Segundo Oliveira e colaboradores (2008) o fenantreno promoveu aumento da
GSH nas branquias e no figado do peixe Liza aurata. Outros trabalhos também
j@ mostraram o aumento na concentragdo de GSH em animais expostos a
HPAs (Ahmad et al., 2003; Pandey et al., 2003). Stegeman e colaboradores
(1992) afirmam que aumento na concentracdo de GSH pode ocorrer por duas
vias: pelo aumento na atividade da GR, que converte GSSG em GSH ou pelo
aumento de sua sintese. No presente trabalho provavelmente ocorreu um
aumento na sintese de GSH uma vez que a GR branquial ndo apresentou
variagao e a GR hepatica apresentou aumento somente nos animais expostos
a FSG apds 6 h. Além disso, foi observada a diminuicado da GR hepatica apos
24 e 96 h de exposicdo. O aumento da GR hepatica em 6 h reflete a
necessidade de reciclar GSH através da redugéo da glutationa oxidada (GSSG)
(Van der Oost et al., 2003). Contudo a inibigdo provavelmente ocorreu devido a
uma sensibilidade desta enzima aos compostos presentes na FSG ou a uma
ERO gerada pela presenga deste xenobidtico. Segundo Bagnyukova e
colaboradores (2006) a GR é sensivel a presenca do peréxido de hidrogénio e
do radical anion superoxido. E como vimos é possivel que a FSG possa ter
provocado um aumento na quantidade de perdxido de hidrogénio uma vez que
a CAT e GPx hepaticas apresentaram ativacdo em 96 h. Além disso, a
diminuicdo da GR também pode estar relacionada a uma redugcdo da
disponibilidade de NADPH (Stegeman et al., 1992), muito requerido durante as
reacdes de biotransformacao de fase | (Di Giulio et al., 1995), que neste
trabalho mostrou ativagdo como indicado pela indugdo da CPY1A (aumento da

EROD) nos mesmos tempos experimentais (24 e 96 h).

Quando o sistema de defesa antioxidante é insuficiente ou inativado
podem ocorrer danos oxidativos como a peroxidacgao lipidica, responsavel por
alterar a permeabilidade de membranas podendo causar danos ou até morte
celular (Hermes-Lima, 2004). O ensaio FOX indicou peroxidagéo lipidica no
figado apds 6 h, e na branquia apés 96 h nos animais expostos a FSG,
demonstrando que houve dano oxidativo nestes 6rgaos. Segundo Ahmad e
colaboradores (2003) a exposigao ao naftaleno também promoveu peroxidagéo
lipidica em diversos 6érgdos de Anguilla Anguilla, e os danos foram o6rgaos-

dependentes, indicando o figado como melhor adaptado sendo seguido pelo
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rim e branquias considerados mais vulneraveis. Observando os resultados
quanto a linha de defesa antioxidante no figado apds 6 h, e na branquia apos
96 h, foi possivel observar que ndo houve ativacdo das enzimas CAT, GPx e
SOD e tampouco aumento no conteudo de GSH. Sendo assim, pode-se inferir
que o sistema de defesa antioxidante foi insuficiente para ambos os 6rgaos
nestes tempos experimentais, e as ERO geradas pela presenca da FSG
promoveram danos peroxidativos. Isso pode indicar uma melhor adaptagao do
figado para exposi¢gdes mais prolongadas (apds 24 h) e segundo Oliveira e
colaboradores (2008) a GSH e a GPx sao consideradas as duas primeiras
linhas de defesa e muito importantes para impedir a peroxidacao lipidica, € no
figado ambas estavam ativadas nos tempos experimentais onde n&o ocorreu
danos oxidativos. No caso das branquias, por representarem o primeiro érgéo
de contato com os contaminantes presentes na agua e como tal, uma via de
entrada de poluentes dada sua grande superficie de contato e permeabilidade
(Wendelaar Bonga, 1997), as defesas antioxidantes foram ativadas logo no
inicio da exposigdo a FSG e foram capazes de impedir a ocorréncia de
peroxidagao lipidica nos tempos iniciais (6 e 24 h), além da possibilidade da
branquia possuir mecanismos diferentes para a eliminacdo das ERO, como ja

mencionado.

5. Conclusao

Os resultados mostraram que os hidrocarbonetos mono e poliaromaticos
presentes na FSG 5 % promoveram ativacdo das enzimas de biotransformacao
de fase | e Il, tanto no figado como nas branquias, confirmando o importante
papel do figado nestes processos de eliminagdo de compostos téxicos e
ressaltando o papel da branquia como 6rgao detoxificante. Além disso, estes
parametros mostraram-se eficientes para avaliar os efeitos téxicos dos
componentes presentes na gasolina, mesmo em baixas concentragdes para
peixes. O sistema de defesa antioxidante foi mais eficiente no figado do que
nas branquias. Ainda assim, ambos os 6rgaos estudados apresentaram
ocorréncia de peroxidacao lipidica em um dos tempos experimentais, o figado
apoés 6 h, e as branquias somente apds 96 h de exposicdo a FSG. Isso pode
indicar uma melhor adaptagdo do figado para exposicées mais prolongadas

(apbs 24 h). No caso das branquias, por se tratar do primeiro 6érgao de contato
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com os xenobidticos, as defesas antioxidantes foram capazes de impedir a
ocorréncia de peroxidagao lipidica nos tempos iniciais (6 € 24 h). Os resultados
ainda apontam para o importante papel da GSH como defesa antioxidante em
ambos os 6rgaos, visto que quando sua concentracdo apresentou-se

aumentada, ndo houve dano oxidativo.



7. CAPITULO Il

Efeitos da fracdo solluvel da gasolina em parametros hematoldgicos,

metabodlicos e osmo-iénicos no peixe Prochilodus lineatus
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7.1. INTRODUCAO

As branquias representam o primeiro o6rgado de contato com os
contaminantes presentes na agua e como tal, uma via de entrada de poluentes
dada sua grande superficie de contato e permeabilidade (Wendelaar Bonga,
1997). Estudos confirmaram que a principal via de absorgdo de
hidrocarbonetos dissolvidos na agua € pelas branquias, por elas constituirem
um o6rgdo muito dinamico e diretamente exposto as aguas contaminadas
(Ahmad et al., 2003). Este orgdo apresenta uma variedade de fungbes nos
peixes de agua doce, além de ser o principal responsavel pelas trocas gasosas
e excrecao de residuos metabdlicos, também é responsavel pela regulagédo de
ions e equilibrio acido-base (Mayer-Gostan et al., 1987; Poleksic e Mitrovic-
Tutundzic, 1994; Heath, 1995, Goss et al., 1998, Hwang e Lee, 2007).

Muitos agentes estressores afetam a estrutura branquial e, direta ou
indiretamente, as trocas gasosas e o balang¢o hidromineral, que constituem as
principais razdes para a vulnerabilidade destes animais em aguas poluidas
(Schwaiger et al., 1997; Wendelaar Bonga, 1997). Por representar a barreira
entre meio externo e meio interno, este tecido é altamente susceptivel as
alteragdes ambientais (Wendelaar Bonga e Lock, 2008). Sendo assim, as
branquias sao consideradas como 6rgaos-alvo para os efeitos imediatos dos
produtos quimicos diluidos na agua (Oliveira et al., 2008).

A osmorregulagdo é essencial para a sobrevivéncia de peixes dulcicolas,
uma vez que o ambiente em que vivem proporciona um alto gradiente idnico,
favorecendo as perdas de ions (Wendelaar Bonga e Lock, 2008). As alteracdes
nos orgaos diretamente envolvidos na osmorregulagdo, como as branquias,
podem promover disturbios no balanco i6nico. Assim, os niveis de ions no
sangue determinados pela osmolaridade ou concentragdes idnicas especificas,
sao biomarcadores sensiveis e muito utilizados em peixes expostos a agentes
quimicos em concentragdes subletais (Wendelaar Bonga e Lock, 2008).

Os peixes de agua doce captam ions ativamente pelas branquias, dentre
eles o Ca?*, Na* e CI' (Mayer-Gostan et al., 1987; Bindon et al., 1994; Hirose et
al., 2003). E essa regulacdo ibnica praticada pelas branquias se da
principalmente em fung¢ao da presencga das células-cloreto (CC), (Bindon, et al.,

1994; Hirose et al., 2003) localizadas normalmente nos filamentos branquiais,
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proximo a base das lamelas (Perry, 1997). As CC desempenham um papel
essencial na manutencdo de um ambiente interno ionicamente equilibrado
absorvendo Na® e CI" (Bindon et al., 1994). Estas células s&o ricas em
mitocdndrias e possuem diversas ATPases como a Na'/K*-ATPase (NKA) e a
Ca?*-ATPase, também possuem canais de Ca®* e Na*, além de trocadores
como CI/HCO3; o que reflete sua importancia no transporte de ions nas
branquias (Perry, 1997; Claiborne et al., 2002). A Figura 13 ilustra as principais
vias de tomada de ions em peixes de agua doce. Para extrair Na* e CI" da agua
para o plasma, ambos os ions sao movidos contra um gradiente eletroquimico.
O Na® entra passivamente pelos canais de sédio devido a um gradiente elétrico
favoravel estabelecido pela H*-ATPase que acidifica a camada mais externa. A
anidrase carbonica hidrata o CO, extraido do sangue e libera H" e HCO3". A
tomada de CI ocorre via membrana apical pelo trocador CI/HCO3 e a saida do
CI" para o sangue ocorre via canais na membrana basolateral. E a NKA faz a
tomada ativa de K*, que havia saido a favor do gradiente, e retira Na* que

entrou passivamente (Evans e Claiborne, 2009)

Sangue Agua Doce

—L 4= == \mm =Nyt

C|-<— - s e -
H*

CO, == = CO, + H,0
HCO,
Cr

K*"—————

Figura 13. Esquema da tomada de ions através das células-cloreto de peixes de agua
doce. Baseado em Evans (1987) e Lingwood e colaboradores (2006). Legenda: circulo
rosa (Na'/K*-ATPase); circulo roxo (H™-ATPase); circulo cinza (trocador CI/HCOy);
setas tracejadas (transporte de ions via canais, a favor de um gradiente).

Disturbios no balango hidrico e na homeostase i6nica sdo aspectos
caracteristicos de estresse em peixes e ocorrem devido a intima relagao entre

os fluidos corpéreos nas branquias e o ambiente aquatico (Wendelaar Bonga,
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1997). Portanto, a osmolaridade plasmatica e as concentragdes individuais de
diferentes ions, complementados pelos resultados de quantidade de CC e da
atividade da NKA, sao exemplos de parametros importantes como indicadores
de efeitos subletais de poluentes em peixes.

A presenca de produtos quimicos no ambiente aquatico também pode
desencadear diversas respostas fisioldgicas, coletivamente denominadas
resposta de estresse, que sdo amplamente utilizadas como biomarcadores.
Essa resposta representa a percepgdo de um estado alterado que deflagra
respostas neuro-enddocrinas que fazem parte de uma cadeia de reacdes
generalizada promovidas por um estresse. Nos peixes, as respostas neuro-
enddcrinas, denominadas respostas primarias, incluem a rapida liberacéo de
hormdnios na circulagao, como as catecolaminas e o cortisol. As catecolaminas
sdo liberadas a partir do tecido cromafim localizado no rim cefalico (anterior) e
também das terminagdes dos nervos adrenérgicos (lwama et al., 2006). O
cortisol € liberado a partir do tecido interrenal, localizado também no rim
anterior em resposta a varios horménios hipofisarios, principalmente o
horménio adrenocorticotropico (ACTH). Seguidamente ocorre a chamada
resposta secundaria de estresse que compreende varios ajustes bioquimicos e
fisiologicos associados e mediados por esses horménios. Essa resposta
secundaria resulta em alteragdes hematoldgicas, osmo-ibnicas e metabdlicas,
como a hiperglicemia, entre outras (Wendelaar Bonga, 1997; Iwama et al.,
2006). O estresse € um processo que requer muita energia do organismo
exposto e as alteragbes nas concentragbes de glicose plasmatica, proteinas
plasmaticas e do glicogénio hepatico ocorrem para que 0 organismo possa
atender a esse aumento na demanda energética e essas alteragdes séo
indicadores de resposta secundaria de estresse, amplamente utilizadas como
biomarcadores (lwama et al., 2006).

Alteragbes nos parametros hematologicos também podem ocorrer como
consequéncia da resposta neuro-endodcrina ou como um efeito direto do
poluente nas células sanguineas. As alteragdes hematoldgicas de peixes sao
importantes porque refletem qualquer mudanga ambiental ocorrida, desta forma
estes parametros podem ser bons indicadores da saude de animais aquaticos
expostos a contaminantes (Davison et al., 1993). Alteracbes em parametros

hematoldgicos ja foram encontradas em peixes expostos a diferentes tipos de
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petréleo e derivados. Alkindi e colaboradores (1996) encontraram em linguados
(Pleuronectes flesus) expostos a fracdo soluvel do 6leo cru aumento no
hematdcrito e no conteudo de hemoglobina. Entretanto, apdés 24 h e 48 h,
esses parametros diminuiram. Por outro lado, Davison e colaboradores (1992 e
1993) observaram que o peixe antartico Pagothenia borchgrevinki exposto a
fracdo soluvel do diesel, tanto em testes agudos como crénicos, apresentou
aumento no hematodcrito e na concentragdo de hemoglobina. Assim, fica
evidente que as alteragdes nos parametros hematolégicos podem variar entre
espécies e poluentes diferentes, e outras informacdes, como por exemplo,
concentracdes idnicas e osmolaridade e sao necessarias para poder se definir
uma interrelagdo entre o poluente e as alteragdes ocorridas.

Se por um lado as respostas de estresse estimulam mecanismos
adaptativos durante uma exposi¢cao aguda ao xenobiético, a exposi¢ao crbénica
pode resultar em danos ao sistema de defesa, crescimento e capacidade
reprodutiva dos peixes (Wendelaar Bonga, 1997). Por isso, a avaliagdo destes
parametros fisioloégicos em peixes expostos a contaminantes ajuda a antecipar
e prevenir danos para populagoes inteiras.

Com base no exposto, o presente trabalho visou analisar os parametros
metabdlicos, hematologicos, osmo-idnicos e enzimaticos a fim de avaliar os
efeitos e/ou respostas de Prochilodus lineatus expostos a FSG. A espécie P.
lineatus (Characiformes, Prochilodontidae), popularmente conhecida como
curimba, é uma espécie nativa das regides Sul e Sudeste do Brasil,
considerada uma das mais importantes da bacia do rio Parana. Além de seu
valor ecologico, é também economicamente importante para a regido
(Cazenave et al., 2009). Alguns trabalhos realizados tém demonstrado que
essa espécie € muito sensivel a diferentes contaminantes (Carvalho e
Fernandes 2008; Camargo et al., 2009; Modesto e Martinez, 2010), inclusive
aos derivados de petrdleo (Simonato et al., 2006 e 2008), e por isso é

considerada como um potencial bioindicador para monitoramentos ambientas.

7.2. MATERIAIS E METODOS

7.2.1. Andlises hematoldgicas
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Aliquotas do sangue foram utilizadas para determinar os valores de
hematodcrito (Hct) pela técnica de microhematocrito, usando tubos capilares
heparinizados e centrifugados (5 min a 1.200 g) em centrifuga apropriada. O
conteudo de hemoglobina (Hb) foi determinado pelo método da
cianometahemoglobina, em espectrofotémetro, a 540 nm, utilizando-se kit
comercial (Analysa, Brasil). A quantidade de células vermelhas (RBC) foi
determinada a partir de uma aliquota de sangue total fixada em tampéao formol-
citrato (0,13 M de citrato de sédio diluido em 0,4 % de formol), usando-se uma

camara de Neubauer espelhada, em microscopio de luz (aumento de 400x).

7.2.2. Concentracfes plasméaticas de cortisol, glicose e proteinas

O cortisol plasmatico foi determinado pelo ensaio imunoenzimatico (kit
comercial Diagnostic Systems, Laboratories, USA) e as leituras de absorbancia
foram feitas em leitora de microplacas a 450 nm. A concentragao de glicose foi
determinada pelo método da glicose-oxidase em espectrofotémetro, 505 nm (kit
comercial Labtest, Brasil). A concentragdo plasmatica de proteina total foi
determinada de acordo com o método de Lowry e colaboradores (1951),
usando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo, leitura em

espectrofotobmetro a 700 nm.

7.2.3. Andlises osmo-idnicas

Aliquotas de plasma foram usadas para determinar a concentragao dos
ions Na* e K" em fotdmetro de chama (Analyzer, Brasil). A concentragéo do ion
ClI" foi determinada pelo método que utiliza o tiocianato de mercurio em
espectrofotdbmetro a 470 nm (kit comercial, Analisa, Brasil). A osmolaridade foi
determinada por congelamento utilizando-se osmémetro (Osmomat 030,

Gonotec, Germany).

7.2.4. |dentificacdo das células-cloreto nas branquias

O ndmero de CC nas branquias foi determinado de acordo com a
metodologia descrita por Dang e colaboradores (2000). Imediatamente apés
serem retiradas, as branquias foram lavadas com solugdo salina (sacarose
0,026 M e NaCl 0,15 M; pH 7,4). Quatro arcos branquiais foram fixados em

solucédo de Bouin por 6 horas, desidratados em etanol, diafanizados em xilol e



45

incluidos em parafina. As laminas histologicas foram desparafinadas e
rehidratas em série decrescente de etanol e lavadas em Tris-salino + Triton
(TBS-T). Os cortes foram pré-incubados com soro de cabra 20 % para bloquear
sitios de ligagdo néo especificos e, posteriormente, foram incubados durante
15 h em camara umida a temperatura ambiente, com o anticorpo monoclonal
de camundongo contra Na*/K*-ATPase (IgGa5, Development Studies Hydrioma
Bank, University of lowa, USA) diluido 1:300. Apds lavagem com TBS-T, os
cortes foram incubados com o segundo anticorpo, de cabra anti-camundongo
(GAM, Sigma), diluido 1:150. Posteriormente os cortes foram lavados com
TBS-T, incubado com o anticorpo peroxidase anti-peroxidase (PAP/mouse,
Sigma), diluido 1:800 durante 1h e, entdo, lavados em tamp&o Tris (TB). O
complexo antigeno-anticorpo foi visualizado apés coloragdo com DAB-Ni (3,3'-
diaminobenzidina, Sigma) e perdxido de hidrogénio (0,03 %). Os controles
negativos para o primeiro e o segundo anticorpo foram obtidos suprimindo-se a
aplicagdo do primeiro anticorpo em uma lamina e o segundo em outra. Os
cortes foram desidratados, as laminas foram montadas e apos secagem, foram
observadas em microscopio de luz. As células-cloreto foram quantificadas em
relacdo ao comprimento do filamento (mm) de acordo com sua localizagao: no
filamento (CCF) ou nas lamelas (CCL), usando fotomicroscépio (DM 2500,
Leica, Germany) e um analisador de imagens (Leica, Qwin, Germany). Para
cada corte do mesmo peixe, 5 filamentos foram escolhidos aleatoriamente,
medidos e tiveram as CC quantificadas. Os resultados foram expressos como

numero CC por mm de filamento.

7.2.5. Atividade da enzima Na'/K*-ATPase nas branquias

Apos lavagem, os arcos branquiais foram transferidos para tubos plasticos
contendo tampao SEI (Sacarose 300 mM; EDTA 0,1 mM; Imidazol 30 mM; B-
mercaptoetanol 0,035 %; pH 7,4) e depois congelados (-20 °C) até o momento
do ensaio enzimatico. Os filamentos branquiais foram homogeneizados com
tampdo SEI (10x o volume) e centrifugados (7800 g, 15 min, 4° C). O
sobrenadante foi usado para determinar a atividade da enzima NKA segundo
método descrito por Quabius e colaboradores (1997) e adaptado para leitora de
microplacas por Nolan (2000). O ensaio consiste em determinar a liberagéo de

fosfato pelas amostras incubadas em tamp&o (NaCl 100 mM; MgCl, 8 mM,;
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imidazol 30 mM; EDTA 0,1 mM; ATP 3 mM; pH 7,6) contendo KCI (13 mM) ou
ouabaina (2,5 mM). Uma solu¢do de fosfato de 0,65 mM (Sigma) foi usada
como padrao e as amostras foram analisadas em triplicatas a 620 nm em uma
leitora de microplacas (ELX 800, BioTek, USA). A atividade da NKA foi

expressa como umol Pi. mg.proteina™.h™.

7.2.6. Andlise estatistica

Os resultados obtidos para os grupos controle e experimental, em cada
tempo de exposicdo, foram comparados entre si utilizando-se o teste
paramétrico t de Student's ou o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney,
dependendo da distribuicdo dos dados. A opcdo para utilizacdo de testes
parameétricos ou ndo paramétricos baseou-se nas analises de normalidade e
homogeneidade de varidncia. Foram considerados significativos valores de P <
0,05.

7.3. RESULTADOS

7.3.1. Parametros hematol6gicos

Os peixes expostos a FSG por 96 h apresentaram valores de hematdcrito
(Figura 14.A) e hemoglobina (Figura 14.B) significativamente menores que os
respectivos CTR. Os valores de RBC (Figura 14.C) dos peixes expostos a FSG
apresentaram diminuicao significativa nos tempos experimentais de 24 e 96 h

em relagao aos respectivos CTR.

7.3.2. Parametros metabaolicos

A glicose plasmatica dos animais expostos a FSG apresentou aumento
significativo em relagdo aos controles nos trés tempos experimentais (Figura
15.A). Os valores de proteina plasmatica apresentaram diminuigdo em 24 h nos
peixes expostos a FSG quando comparados aos respectivos controles (Figura
15.B). O cortisol plasmatico ndo mostrou variagao entre os grupos amostrados
(Figura 15.C).
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7.3.3. Parametros osmo-idnicos

A osmolaridade plasmatica (Figura 16.A) foi significativamente maior nos
animais expostos a FSG durante 24 h e 96 h, quando comparados aos
respectivos grupos controles. O conteudo de Na® plasmatico (Figura 16.B)
apresentou aumento significativo somente apdés 24 h de exposicdo a FSG
quando comparado ao grupo controle. Nos animais expostos a FSG durante 96
h a concentragédo plasmatica do K* (Figura 16.C) foi significativamente maior do
que nos peixes do grupo CTR. A concentragdo plasmatica de CI' né&o
apresentou variagdo significativa entre os grupos nos diferentes tempos

experimentais (Figura 16.D).

7.3.4. Identificacdo das células-cloreto nas branquias

As fotos da Figura 17 mostram as CC identificadas pela reagcdo de
imunohistoquimica do animais apds exposi¢cao de 24 h a agua (CTR) ou a FSG
(EXP). Nos animais do grupo controle (Figura 17.A) as CC estado presentes
preferencialmente na base da lamela junto ao filamento. Entretanto, nos
animais do grupo experimental (Figura 17.B) as CC apresentaram-se em maior
numero e distribuidas principalmente nas lamelas.

A Figura 18 mostra esse aumento significativo no numero de CC nas
lamelas (CCL) dos peixes expostos a FSG durante 24 h, apdés comparagao
com os animais CTR. A somatéria das CC encontradas no filamento e nas
lamelas, denominada numero total de CC (TCC), aumentou significativamente
nos animais expostos a FSG durante 24 h, em relagdo ao grupo CTR. Nos

demais tempos experimentais ndo foi encontrada variagéo entre os grupos.

7.3.6. Atividade da enzima Na'/K*-ATPase nas branquias
A atividade da enzima NKA nas branquias dos peixes expostos a FSG
durante 24 e 96 h apresentou um aumento significativo em comparagdo com os

respectivos grupos CTR (Figura 19)
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Figura 14. Hematécrito (A), hemoglobina (B) e numero de eritrcitos (C) de
Prochilodus lineatus expostos durante 6, 24 e 96 h a FSG (EXP) ou apenas a agua
(CTR). * Indica diferenga significativa em relagdo ao respectivo grupo controle. As
barras indicam a média e as linhas o EP (numero de animais: de 10 a 15).
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Figura 15. Concentragdes plasmaticas de glicose (A), proteinas totais (B) e cortisol (C)
de Prochilodus lineatus expostos durante 6, 24 e 96 h a FSG (EXP) ou apenas a agua
(CTR). * Indica diferenga significativa em relagdo ao respectivo grupo controle. As
barras indicam a média e as linhas o EP (numero de animais: de 10 a 15).
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Figura 16. Concentragcbes plasmaticas de potassio (A), cloreto (B), sédio (C) e
osmolaridade plasmatica (D) de Prochilodus expostos durante 6, 24 e 96 h a FSG
(EXP) ou apenas a agua (CTR). * Indica diferenga significativa em relagdo ao
respectivo grupo controle. As barras indicam a média e as linhas o EP (numero de
animais: de 10 a 15).
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Figura 17. Fotomicrografia da técnica de imunohistoquimica usada para localizagdo da
enzima NKA nas CC de P. lineatus exposto a agua (A) e a FSG (B) durante 24 h
(400x);
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Figura 18. Densidade das CC nas regides lamela e filamento das branquias de P.
lineatus expostos a agua (CTR) ou a FSG (EXP) durante 6, 24 e 96 h. As barras
indicam a média e as linhas verticais o EP. * indica diferenca significativa TCC entre os
grupos CTR e EXP. # indica diferencga significativa do numero de CCL entre os grupos
CTR e EXP.
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Figura 19. Atividade branquial da enzima Na*/K*-ATPase de P. lineatus expostos a
FSG (EXP) ou a agua (CTR) durante 6, 24 e 96 h. * Indica diferenca significativa em
relacdo ao respectivo grupo controle. As barras indicam a média e as linhas o EP
(numero de animais: de 10 a 15).
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7.4. DISCUSSAO

A FSG promoveu alteragdes importantes nos peixes expostos a este
contaminante. Foi constatada hemodlise, indicada pela diminuicdo dos
parametros hematoldgicos analisados, seguido pelo aumento do K* plasmatico
em 96 h. Resultados semelhantes ja foram encontrados para este peixe apos
exposicao ao o6leo diesel (Simonato et al., 2008). Houve também a indicacéo da
resposta secundaria de estresse devido a ocorréncia da hiperglicemia nos trés
tempos de exposicao, apesar da auséncia de diferencas na concentragao
plasmatica do cortisol. A FSG também provocou aumento na quantidade das
CC e na atividade da NKA nos animais expostos apds 24 h de exposicao.

As alteragbes em paréametros hematolégicos de peixes refletem as
mudangas ambientais vividas por esses organismos, assim, estes parametros
podem ser bons indicadores da saude de animais aquaticos expostos a
contaminantes, visto que constituem um dos primeiros reflexos detectaveis do
estresse promovido por alteragbes ambientais (Davison et al., 1993). No
presente trabalho, a exposicado dos peixes a FSG durante 96 h promoveu uma
diminuicdo no hematdcrito, no conteudo de hemoglobina € no numero de
eritrocitos, e ainda provocou um aumento nos valores de K* plasmaticos. Esses
resultados em conjunto indicam que o aumento do K* deve ter ocorrido como
resultado da hemdlise, uma vez que esse ion apresenta-se em maior
quantidade no interior dos eritrécitos. A hemolise pode dificultar a captacado de
oxigénio e as trocas gasosas desses animais além de interferir no equilibrio
acido-base (Bloom e Brandt, 2008). Resultados semelhantes ja foram descritos
para Prochilodus lineatus expostos a fragdo soluvel do diesel (Simonato et al.,
2008) e em linguados (Pleuronectes flesus) apds exposic¢ao a fragao soluvel do
Oleo cru (Alkindi et al., 1996). Segundo Duarte e colaboradores (2010) os
hidrocarbonetos presentes no petroleo promovem graves disturbios do
transporte de oxigénio uma vez que esses hidrocarbonetos s&o conhecidos por
alterar a permeabilidade dos eritrécitos com um forte efeito hemolitico.

Quando a hemdlise ocorre devido a presenga de estresse oxidativo, o
processo de oxidacdo pode lesar diretamente a membrana celular pela
peroxidacao lipidica ou alterar a molécula de hemoglobina, que em alguns
casos leva a sua desnaturagao (Bloom e Brandt, 2008). A gasolina também

pode induzir a formacdo de metahemoglobina, isto €, ocorre a oxidagdo do
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ferro heme para o estado férrico tornando a hemoglobina incapaz de se ligar ao
oxigénio (Bloom e Brandt, 2008). Além disso, a propria formagédo da
metahemoglobina esta associada a geracdo ERO, como o radical anion
superoéxido, que € convertido em peréxido de hidrogénio pela SOD. A presenca
do peroxido de hidrogénio promove a lipoperoxidacédo ao se ligar diretamente a
cadeia lipidica da membrana, essa oxidagdo dos lipidios compromete a
membrana dos eritrocitos promovendo a hemdlise (Halliwell e Gutteridge,
2005). Além disso, o peréxido de hidrogénio ndo eliminado pode se ligar a
hemoglobina e formar o ferro reativo (Fe**) que incorporado em outras reacées
podera causar a desnaturacdo da hemoglobina (Bloom e Brandt, 2008). As
cadeias globinas desnaturadas diminuem a sua afinidade pelo grupo heme e
podem dissociarem-se durante a lesdo oxidativa. O grupo heme livre além de
ser toxico para a célula, pode induzir a lesbes teciduais pela formacado de
novas ERO. Assim, a hemolise encontrada nos animais expostos a FSG pode
estar relacionada ao estresse oxidativo, visto que os eritrocitos sao sensiveis e
sofrem lise na presenga de ERO (Halliwell e Gutteridge, 2005). Essa hipotese
de estresse oxidativo que estes animais estdo sofrendo é sustentada pelos
resultados encontrados na analise dos parametros bioquimicos. Os resultados
tanto das branquias como do figado mostraram aumento das defesas
antioxidantes e também apresentaram peroxidacido lipidica, indicando um
possivel aumento das ERO.

A exposicdo a gasolina provocou hiperglicemia nos trés tempos
experimentais, além de reducdo nas concentracbes de proteinas apds 24 h,
indicando a disponibilizagdo de reservas energéticas para sua imediata
utilizagcdo. A mobilizagdo das reservas energéticas é descrita como uma tipica
resposta secundaria de estresse e pode ser mediada pela liberacdo das
catecolaminas ou do cortisol (Heath, 1995; Wendelaar Bonga, 1997; lwama et
al., 2006). A resposta de estresse tem como objetivo a manutengcdo ou o
restabelecimento da homeostase devido as mudancgas fisicas e/ou quimicas
que estejam comprometendo a sobrevivéncia do organismo expostos a um
agente estressor (Wendelaar Bonga, 1997). Desta forma é importante salientar
que as respostas de estresse sao vitalmente importantes para a sobrevivéncia
do organismo (lwama et al., 2006). A glicose disponibilizada é importante

porque fornece substrato energético para os tecidos como o cérebro, musculos
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e branquias para que o animal possa responder defensivamente ao agente
estressor. O aumento da glicose plasmatica ja foi observado em outros estudos
apos a exposicdo a HPA (Pacheco e Santos, 2001a; Vijayan et al., 1997).
Como ja mencionado a mobilizagdo de energia pode ser mediada pelo cortisol
ou pelas catecolaminas. Segundo Mommsen e colaboradores (1999) o cortisol
além de promover hiperglicemia também €& responsavel pela protedlise em
peixes, provavelmente relacionada a ajustes no metabolismo de aminoacidos
que promovem a gliconeogénese. Por outro lado, a liberagdo de catecolaminas
€ considerada uma resposta compensatoria para otimizar a funcéo
cardiovascular e respiratoria e também pode mobilizar as reservas de energia
para suprir o metabolismo que foi aumentado devido as exigéncias associadas
com o estresse (Fabbri et al., 1998). Alguns autores afirmam que como as
catecolaminas sao liberadas pela via rapida (sistema nervoso simpatico) e séo
prontamente eliminadas da circulagdo, de modo que a hiperglicemia mantida
durante a exposicéo até 96 h, como visto neste trabalho, deve ser resultado da
liberagdo do cortisol (Wendelaar Bonga, 1997; lwama, et al., 2006). No
entanto, segundo Fabbri e colaboradores (1998) a hiperglicemia ap6s 24h de
exposicao ainda pode ser um efeito das catecolaminas. Essa é confirmada
pelos resultados de Gesto e colaboradores (2006) que observaram que o
naftaleno induziu a liberagdo de noradrenalina apds 24 e 72h de exposi¢cao em
truta arco-iris.

Ainda existe muita controvérsia sobre a relacdo entre a liberagdo de
cortisol e catecolaminas com a hiperglicemia observada em situagdes de
estresse. Segundo Vijayan et al. (1997) a hiperglicemia encontrada no seu
trabalho ndo pode estar relacionada as catecolaminas ja que a persisténcia
destes hormdnios por até 48 h ndao é provavel e relacionou o aumento da
glicose com o aumento da gliconeogénese no figado induzida pelo cortisol
previamente liberado. Outro aspecto da hiperglicemia gerada apos exposigdes
a contaminantes é discutido por Vijayan e colaboradores (1997) e Aluru e
Vijayan (2006) que afirmam que xenobitdticos capazes de induzir a P540,
aumentam a captacdo hepatica e o catabolismo do cortisol, sugerindo que os
compostos indutores das enzimas P450, afetam a concentragdo de cortisol,
quer na sua producdo ou na sua eliminagdo. O trabalho de Tintos e

colaboradores (2007) mostrou que a intoxicacdo de peixes com naftaleno
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resultou em aumento da glicemia plasmatica e os autores afirmaram que essa
ativagdo do metabolismo energético pode ocorrer também para fornecer
energia para os processos de detoxificagdo, indicados pelo aumento na
atividade das enzimas hepaticas de biotransformacdo GST e a EROD. No
capitulo Il do presente trabalho foi observado que as enzimas de
biotransformagdo foram ativadas em ambos os orgaos, assim a glicose
aumentada pode ter ocorrido também para disponibilizar energia para esses
processos.

No presente trabalho, os niveis de cortisol plasmatico ndo apresentaram
variagdes significativas. Essa auséncia de variagao pode indicar que o cortisol
tenha sido liberado nas primeiras horas apos o estresse desta forma nao foi
possivel registrar o aumento da concentragdo plasmatica deste hormdnio. Isto
também é sugerido por Iwama e colaboradores (2006), que afirmam que o nivel
basal deste horménio retorna em poucas horas apds sua liberagdo. No entanto
as respostas secundarias puderam ser percebidas, como a hiperglicemia, uma
possivel protedlise, além das alteracdes na quantidade das CC. Este resultado
também foi encontrado em enguias (Anguilla Anguilla) expostas a fragao
soluvel da gasolina (Pacheco e Santos, 2001a) e por Simonato e colaboradores
(2008) em Prochilodus lineatus expostos a fragao soluvel do diesel por até 96
h.

Os poluentes podem alterar o balango ibnico uma vez que atingem 6rgaos
diretamente envolvidos na osmorregulagdo, no metabolismo ou nos processos
de transporte ativo. A branquia € considerada um d&rg&o-alvo para
contaminantes uma vez que possui uma extensa area superficial de contato
com o meio externo (Mayer-Gostan et al., 1987; Dang et al., 2000). A NKA ¢é a
enzima responsavel pelo transporte ativo de ions de sodio e potassio,
mantendo o gradiente ibnico equilibrado, e esta presente em altas
concentracdes nas CC das branquias de teledsteos. A NKA é importante néo
somente para sustentar a homeostase intracelular como também auxilia outros
sistemas de transporte dentro das branquias (Hwang e Lee, 2007). Neste
trabalho os peixes expostos a FSG apresentaram aumento nas concentragdes
do Na' e na osmolaridade plasmatica, acompanhado pelo aumento da
quantidade de CC nas lamelas e da atividade da NKA, apés 24 h de exposicao

a FSG. Esses resultados refletem uma estimulagdo das vias de tomada de
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sodio, conforme demonstrado pela ativacdo da NKA, que resultou em aumento
na concentracdo de Na* e osmolaridade plasmatica. Por sua vez, o aumento da
atividade da NKA resultou, pelo menos em parte, da diferenciagao de células-
cloreto nas branquias, conforme indicado pelo aumento da densidade de CC
nas branquias de P. lineatus. Em conjunto estas respostas indicam uma
adaptacdo do animal frente ao poluente, para a manutencdo do equilibrio
osmo-idnico.

Segundo Perry (1997) as CC estdo mais restritas a regido interlamelar do
epitélio do filamento, na base das lamelas. No entanto, neste trabalho o
aumento observado na quantidade das CC dos animais expostos a FSG
durante 24 h, ocorreu nas lamelas. Essa proliferacao das CC nas lamelas pode
ser uma forma de aproximagao destas células da corrente sanguinea como um
mecanismo de defesa do organismo para aumentar a captagao de ions (Perry,
1997; Dang et al., 2000). A presenga de CC no epitélio lamelar pode indicar
uma adaptacgao a reduzida concentragédo de ions na agua, a fim de aumentar a
capacidade de transporte ativo de ions por meio das branquias (Fernandes e
Perna-Martins, 2001), ou no caso do presente estudo, uma dificuldade na
captagcdo de ions provocada pela presenca de agentes toxicos na agua.
Segundo Sloman e colaboradores (2001) o cortisol aumenta a capacidade de
transporte de ions nas branquias pela proliferacdo das CC. Apesar da auséncia
de alteragdo no cortisol plasmatico destes animais, € possivel inferir que este
foi liberado pela detecgcdo de respostas secundarias de estresse. Por outro
lado, essa proliferacdo de CC nas lamelas pode dificultar a troca dos gases
necessarios a respiracao (Perry, 1997). Este fato foi confirmado pelo trabalho
desenvolvido por Bindon e colaboradores (1994) no qual concluiram que a
proliferacdo das CC prejudicou a transferéncia dos gases respiratorios nas
branquias dos animais estudados. Essa redugdo das trocas gasosas como
efeito da proliferacdo das CC ocorre devido a um espessamento da barreira de
difusdo sangue-agua, que consequentemente restringe a passagem do fluxo de
agua pela area inter-lamelar (Bindon et al., 1994).

Apos 96 h de exposicdo a FSG o numero de CC ndo apresentou
diferencas significativas, mas a NKA continuou elevada. Pode-se inferir que as
CC em excesso foram eliminadas para que nao houvesse prejuizo na

respiracdo e a NKA permaneceu elevada para compensar um possivel
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disturbio i6nico provocado pelos contaminantes presentes na FSG. Segundo
Bury e colaboradores (1998) o cortisol induz a apoptose das CC e as
alteragdes no epitélio branquial podem ser parte de uma resposta integrada de
estresse. Além disso, segundo Wendelaar Bonga (1997) a exposi¢cao a agentes
estressores pode promover apoptose das CC, e essa apoptose nao
necessariamente diminuira também a atividade da NKA, isto porque as células
restantes podem compensar a auséncia das outras. Esse restabelecimento da
quantidade das CC pode ter ocorrido para que o seu aumento ndo provocasse
consequéncias deletérias para homeostase respiratéria. A hipotese de que o
excesso de CC foi eliminado para que ndo houvesse um prejuizo na respiragao
destes animais €& sustentada por Goss e colaboradores (1998) que
encontraram uma redugao na quantidade de CC em animais expostos a
hipercapnia e essa diminuigao ocorreu para que seja restabelecido o equilibrio
acido-base do sangue. Em adi¢cdo, a hipercarpnia, pode promover uma
liberagdo de catecolaminas para regular o pH sanguineo (Brauner e Val, 2006).
Segundo Goss e colaboradores (1998) hipercarpenia pode ser corrigida por um
aumento na captacdo de Na® e como conseqiiéncia ocorrera a eliminacdo do
acido. Assim, o aumento das CC pode ter prejudicado as trocas gasosas, o que
provou uma hipercarpnia que teria provocado a liberagdo de catecolaminas, a
liberagdo destes hormdnios provocou a hiperglicemia, e para regular o
equilibrio acido-base do sangue houve uma maior captacdo de Na* e
consequente eliminagdo de H*. Esse aumento de Na® provocou um aumento

na atividade da NKA para regularizar o balango idnico.

7.5. CONCLUSAO

Os resultados mostraram que os hidrocarbonetos mono e poliaromaticos
presentes na FSG 5 %, mesmo em baixas concentragdes, foram capazes de
provocar hemdlise indicada pela diminuicdo dos parametros hematoldgicos
analisados, seguido pelo aumento do K' plasmatico, provavelmente como
efeito provocado por um desequilibrio pré-oxidante celular. Os peixes expostos
a FSG também mostraram uma resposta secundaria de estresse visualizado
pela ocorréncia da hiperglicemia em todos os periodos de exposi¢cédo, apesar
da auséncia de diferengas significativas na concentragdo plasmatica do

cortisol, refletindo a necessidade de ajustes para que o animal pudesse
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responder a este agente estressor. A FSG ainda promoveu modificacbes na
regulagéo ibnica das branquias que resultaram em aumento na densidade das
CC, na atividade da NKA, nas concentracdes plasmaticas do Na' e
osmolaridade nos animais expostos apds 24 h. Em conjunto esses resultados
mostram a importancia do uso de biomarcadores para a avaliagao de areas
impactadas com gasolina.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar os padrdées de
respostas do peixe neotropical Prochilodus lineatus a exposicao a fracao
soluvel de gasolina, em varios niveis organizacionais: celular, bioquimico,
fisiolégico e morfoldgico.

Os resultados mostraram que os hidrocarbonetos mono e poliaromaticos
presentes na FSG 5% promoveram ativagcado das enzimas de biotransformacao
de fase | e Il, tanto no figado como nas branquias, confirmando assim a
importante funcdo do figado nestes processos de eliminacdo de compostos
toxicos e ressaltando o papel da branquia como 6rgao detoxificante. Além
disso, a FSG também promoveu a estimulacdo das vias de tomada de sddio,
conforme demonstrado pela ativacdo da NKA, que resultou em aumento na
concentracdo de Na® e osmolaridade plasmatica. Por sua vez, o aumento da
atividade da NKA resultou, pelo menos em parte, da diferenciagao de células-
cloreto nas brénquias, conforme indicado pelo aumento da densidade de CC
nas branquias. Em conjunto estas alteragdes indicam uma adaptacdo do
animal frente ao poluente, para a manutencdo do equilibrio osmo-idnico, e
mostram a sensibilidade das branquias como o6rgéo-alvo para monitoramento

de areas impactadas.

O sistema de defesa antioxidante foi mais representativo no figado do que
nas branquias que apresentou poucas variagdes. Ainda assim, ambos os
orgaos estudados apresentaram ocorréncia de peroxidagao lipidica em um dos
tempos experimentais, o figado apos 6 h, e as branquias somente ap6s 96 h de
exposicao a FSG. Isso pode indicar uma melhor adaptagdo do figado para
exposi¢coes mais prolongadas (apos 24 h). No caso das branquias, por se tratar
do primeiro 6rgao de contato com os xenobidticos, as defesas antioxidantes
foram capazes de impedir a ocorréncia de peroxidacdo lipidica nos tempos
iniciais (6 e 24 h). Uma observacao pertinente que os resultados apontaram foi
o importante papel da GSH como defesa antioxidante tanto no figado como nas
branquias, visto que quando sua concentracdo apresentou-se aumentada
nestes 6rgaos, ndo houve dano oxidativo. Isso reforga a ja conhecida fungao da

GSH como a primeira linha de defesa antioxidante.
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Os animais expostos também apresentaram hemodlise, indicada pela
diminuigdo dos parametros hematoldgicos analisados, e pelo aumento do K*
plasmatico. Essa hemdlise pode ter ocorrido como consequéncia do aumento
de ERO provocada pela exposi¢édo a FSG. A ocorréncia da hiperglicemia nos
trés tempos de exposicao foi indicativa da resposta secundaria de estresse,
apesar de néao ter sido constatado aumento na concentracdo plasmatica do
cortisol.

Em resumo, o presente trabalho utilizou biomarcadores que se mostraram
sensiveis a presenca dos hidrocarbonetos presentes na FSG, no entanto
algumas alteragdes ocorridas necessitam de parametros complementares para
que possam ser melhores explicadas. Desta forma, este trabalho sugere uma
investigacdo mais aprofundada dos mecanismos da defesa antioxidante nas
branquias e um detalhamento do envolvimento dos horménios do estresse na
mobilizagado das reservas energéticas e na osmorregulagao destes organismos

expostos aos hidrocarbonetos.

Estes resultados reforcam a importancia da utilizacdo de biomarcadores
para a avaliagcdo e monitoramento de locais impactados com gasolina, visto
que baixas concentragdes de hidrocarbonetos sao suficientes para promover
alteracdes significativas no organismo dos animais expostos, servindo de alerta
antes do comprometimento de populagdes inteiras. A caréncia de dados sobre
os efeitos da gasolina, em espécies de peixes dulcicolas neotropicais faz deste
trabalho uma fonte importante de informagdes. Assim, os continuos
vazamentos de gasolina ndo podem ser ignorados, visto que, a exposigao
aguda a FSG prejudica a homeostase dos peixes e provavelmente exposi¢des
crébnicas podem comprometer a sobrevivéncia dos animais colocando em risco

a populagdo como um todo.
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