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indica diferenca em relacdo ao controle na mesma agua de aclimatacéo (P<0,05).
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Figura 23. Atividade da glutationa-s-transferase (nM CDNB.mg prott.mim?) em
branquias de P. vivipara. AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 =
Animais aclimatados a salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e
AD = animais aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as
diferentes aclimata¢gdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco indica diferenca em
relacdo ao controle na mesma agua de aclimatacédo (P<0,05). Dados apresentados
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Figura 24. Peroxidacéo lipidica (LPO) (nM TMP.mg peso Umido?) em branquias de
P. vivipara. AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 = Animais aclimatados
a salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e AD = animais
aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as diferentes
aclimatacdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco indica diferenca em relacdo ao
controle na mesma agua de aclimatacéo (P<0,05). Dados apresentados em média +
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Figura 25. indice de alteracdes histopatologicas (IAH) em branquias de P. vivipara.
AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 = Animais aclimatados a
salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e AD = animais
aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as diferentes
aclimatacdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco indica diferenca em relacéo ao
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Figura 26. Fotomicrografia ilustrando as histopatologias mais encontradas em
branquias de P. vivipara aclimatados a diferentes aguas e expostos a diferentes
concentragbes de atrazina. (A) Estrutura branquial normal indicando suas
respectivas estruturas. (B) Hiperplasia do epitélio lamelar (setas). (C) Descolamento
epitelial (setas). (D) Proliferacdo de células mucosas (setas pretas); hipertrofia do
epitélio lamelas (setas vermelhas). (E) Proliferacdo de células ricas em mitocondrias
(setas). (F) Congestédo vascular (setas). (G) Contricdo do sistema de células pilares
(setas). (H) Dilatacdo do sistema de células pilares (setas pretas); fusdo lamelas
(setas vermelhas). (I) Aneurisma (seta). CPi = células pilares; CPV = células
pavimentosas; CRM = célula rica em mitocondria; SVC = seio venoso central; F=
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Figura 27. Area fracional das células mucosas (AFCM) (%) de branquias de P.
vivipara. AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 = Animais aclimatados a
salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e AD = animais
aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as diferentes
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Figura 28. Densidade das células mucosas (CMden) (n° células/mm?) de branquias
de P. vivipara. AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 = Animais
aclimatados a salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e AD =
animais aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as
diferentes aclimata¢gdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco indica diferenca em
relacdo ao controle na mesma agua de aclimatacdo (P<0,05). Dados apresentados
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Figura 29. Fotomicrografia de microscopia eletrébnica de varredura do epitélio
branquial de Poecilia vivipara aclimatados a diferentes salinidades. (A) animais
aclimatados a salinidade 24 (AM). (B) animais aclimatados a salindade 16 (AS-16).
(C) animais aclimatados a salinidade 8 (AS-8). (D) animais aclimatados a agua doce
(AD). Setas indicam as CMs, note as diferencas na densidade e morfologia da
superficie apical. Barra de escala = 10 M .......oeeiiiiiiiiiiie e 57

Figura 30. Fotomicrografia de microscopia eletrdnica de varredura do epitélio
branquial de Poecilia vivipara aclimatados a salinidade 24 (AM) e expostos a
diferentes concentracbes de atrazina durante 96 horas. (A) animais controle (ndo
expostos a atrazina). (B) animais expostos as 2 pg.L! de atrazina na agua. (C)
animais expostos as 10 pg.L' de atrazina na agua. (D) animais expostos as 100
ug.L? de atrazina na agua. Setas indicam as CMs, note as diferencas na densidade
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Figura 31. Fotomicrografia de microscopia eletrbnica de varredura do epitélio
branquial de Poecilia vivipara aclimatados a salinidade 16 (AS-16) e expostos a
diferentes concentracdes de atrazina durante 96 horas. (A) animais controle (ndo
expostos a atrazina). (B) animais expostos as 2 pg.L* de atrazina na agua. (C)
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Figura 32. Fotomicrografia de microscopia eletrénica de varredura do epitélio
branquial de Poecilia vivipara aclimatados a salinidade 8 (AS-8) e expostos a
diferentes concentracées de atrazina durante 96 horas. (A) animais controle (ndo
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Figura 33. Fotomicrografia de microscopia eletrbnica de varredura do epitélio
branquial de Poecilia vivipara aclimatados a agua doce (AD) e expostos a diferentes
concentracfes de atrazina durante 96 horas. (A) animais controle (ndo expostos a
atrazina). (B) animais expostos as 2 ug.L' de atrazina na agua. (C) animais
expostos as 10 pg.L* de atrazina na agua. (D) animais expostos as 100 pg.L* de
atrazina na agua. Setas indicam as CMs, note as diferencas na densidade e
morfologia da superficie apical. Barra de escala = 10 UM...........coovvreiiiviiinenniiineeenn. 61
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RESUMO
A atrazina é um herbicida amplamente utilizado na agricultura e causa alteracfes
bioquimicas e morfolégicas em o6rgdos de diversas espécies. Os ambientes
estuarinos sdo altamente dindmicos sofrendo constantes variacdes das
propriedades fisico-quimicas da &gua. Atualmente ndo existem propostas de
regulamentacdo da descarga de contaminantes nesses ambientes que considerem
as interacbes entre os contaminantes, as propriedades fisico-quimicas e a biota.
Sendo poucos também os estudos que avaliam biomarcadores em animais exposto
a contaminacdo simultaneamente com variacfes fisico-quimicas. Sendo assim o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da atrazina na regulacéo idnica
avaliando a atividade da enzima Na'/K* ATPase (NKA), V-H*-ATPase (V-HA) e
anidrase carbénica (AC), alteracdes na morfologia das células ricas em mitocondria
(CRM) e das células mucosas (CM), o sistema antioxidante avaliando a capacidade
antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP), atividade da glutationa-s-
transferase (GST), nivel de peroxidacéo lipidica (LPO) e alteracdes histopatologicas
em individuos de Poecilia vivipara aclimatadas a diferentes salinidades. Individuos
de P. vivipara foram aclimatados nas salinidade 25, 16, 8%. e agua doce e
posteriormente expostos a trés concentracées de atrazina (2, 10 e 100 pg L?). A
NKA aumentou com a diminuicdo da salinidade e mostrou respostas diferentes
frente a atrazina dependendo da salinidade de aclimatagcdo dos animais. A atividade
da V-HA aumentou frente a diminuicdo da salinidade e a exposicdo a atrazina
aumentou a atividade da V-HA em todas as diferentes aclimatacfes e a atividade da
AC foi inibida com a diminuicdo da salinidade e exposicao a atrazina. A densidade e
area fracional das CRM aumentaram com a diminuicdo da salinidade e a exposi¢cao
a atrazina diminuiu esses dois parametros em todas as salinidades. A densidade e
area fracional das CMs diminuiram com a salinidade e a exposi¢céo a atrazina gerou
um aumento da densidade e area fracional das CMs, sugerindo uma maior producao
e liberacdo de muco na tentativa de evitar danos oxidativos. A ACAP e a atividade
da GST nas branquias de P. vivipara frente a exposi¢cdo a atrazina apresentaram
respostas diferentes para cada salinidade de aclimatacdo. Os resultados
demonstram que em todas as salinidades de aclimatacdo a atrazina causa

alteracOes no tecido branquial o que pode comprometer sua funcéo
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ABSTRACT

Atrazine is an herbicide widely used in agriculture, cause morphological and
biochemical changes in organs of many species. The estuarine environments are
highly dynamic under constant variations of physicochemical water. Currently there
are no proposals to regulate the discharge of pollutants in environments that consider
the interactions between contaminants, the physicochemical properties and biota. As
also few studies, evaluating biomarkers in animals exposed to contamination with
simultaneously physicochemical variations. Therefore, this study aimed to evaluate
the effects of atrazine on ionic regulation evaluating the activity of the enzyme Na*/K*
ATPase (NKA) , V-H* - ATPase (V-AH) and carbonic anhydrase (CA), changes in the
morphology of cells rich in mitochondria (MRC) and mucous cells (MC), the
antioxidant system evaluating the total antioxidant capacity against peroxyl radicals
(ACAP), glutathione-s-transferase (GST), level of lipid peroxidation (LPO) and
histopathological changes in Poecilia vivipara acclimated to different salinities.
Individuals of P. vivipara were acclimated in salinity 25, 16, 8 %0 and fresh water and
subsequently exposed to three different concentrations of atrazine (2, 10 and 100 mg
L- 1). The NKA increased with decreasing salinity and showed different responses
against atrazine depending of acclimatization salinity the animals. The activity of V -
HA increased front of the reduce of salinity, exposure to atrazine increased the
activity of V-HA in all the different acclimatization, and CA activity was inhibited with
decreasing salinity and exposure to atrazine. The density and fractional area of MRC
increased with the decrease in the salinity and atrazine exposure decreased these
two parameters in all salinities. The density and fractional area of CMs decreased
with salinity and atrazine exposure caused an increase in density and fractional area
of CMs, suggesting an increased production and release of mucus in an attempt to
prevent oxidative damage. The ACAP and GST activity in gills of P. viviparous after
exposure to atrazine showed different responses for each salinity acclimatization.
The results show that in all salinity acclimatization atrazine causes changes in gill

tissue, which may compromise its function.
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1. INTRODUCAO
1.1. Contaminacao das dguas costeiras e estuarinas

A preocupacdo com a questdo ambiental vem crescendo nas Uultimas
décadas, devido principalmente ao grande crescimento industrial e ao aumento
populacional (LACERDA; MALM, 2008). Aproximadamente 60% da populacéo
mundial reside em uma faixa de 100 km de terra ao longo da costa e mais de 3
bilhdes de pessoas dependem, direta ou indiretamente, de recursos costeiros ou
marinhos, seja para alimentacdo, transporte, recreacdo ou até mesmo para
eliminacao de residuos (AWOSIKA; MARONE, 2000; MORAES, 2001).

Devido a esse contingente populacional nas areas costeiras, 0 ecossistema
marinho e estuarino vem sofrendo aportes constantes de diversos tipos de
substancias organicas e inorganicas, originadas de atividades portuarias,
lancamento de efluentes domeésticos e industriais e da exploracdo petrolifera, e
indiretamente através de precipitacdo atmosférica, lixiviacdo do solo e desague de
ros que carregam consigo aportes de toda a sua bacia de drenagem. Assim, as
aguas costeiras e estuarinas tornam-se receptores finais de diversos compostos de
origem antropica que podem causar desestruturacdo do ambiente fisico, quimico e
alteracbes na dinamica e estrutura das comunidades biologicas (CLARK, 1992,
CALLISTO et al., 2001b).

A poluicdo em ambientes estuarinos é considerada um aspecto ambiental
critico devido a alta variacdo em diversos fatores abidticos que impdem severas
restricdes aos organismos que vivem nestas areas (AMADO et al., 2006). Neste
contexto, a homeostasia é definida como sendo a regulacdo que ocorre quando o
efeito de uma mudancga quimica e/ou propriedade fisica experimentada pelo animal
€ contrabalancada por uma mudanca oposta em outra variavel, preservando a
estabilidade de um sistema fisiologico. Dentre essas respostas, a adaptacdo a
salinidade € bem conhecida, representando mudancas nos processos associados ao
equilibrio hidrico e eletrolitico (EVANS, 2008). Por sua vez, varia¢des de salinidade
ambiental na presenca de poluentes podem provocar efeitos sinérgicos sobre a
adaptacao a salinidade, podendo, direta ou indiretamente, interferir nos mecanismos

osmorregulatorios e também gerar estresse oxidativo.
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1.2. Agrotéxicos e seus riscos ambientais

A Sociedade Americana de Quimica (ACS) estima que exista cerca de 10
milhdes de substancias quimicas citadas na literatura, sendo 70 mil de uso cotidiano
e 2 mil novas substancias sao adicionadas anualmente a essa lista (CLARK, 1992).
Dessa maneira, nota-se a quantidade e diversidade de contaminantes que afetam as
aguas costeiras e estuarinas, sendo que pouco se sabe sobre os efeitos que esses
contaminantes podem causar a biota (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Devido ao crescimento populacional e a necessidade de otimizacdo da
agricultura a fim de suprir a necessidade de alimento tornou-se necessario o uso de
tecnologia e produto para controle de pragas acarretando no surgimento e uso
massivo de agrotdxicos mesmo considerando que essas substancias podem gerar
consequéncias ambientais como contaminacdo e poluicdo de diversos
compartimentos como, por exemplo, a agua e o solo (CHAPADENSE et al., 2009).

Entre os paises consumidores de agrotdxicos, o Brasil ocupa uma posi¢céo de
destaque. Segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para defesa
agricola (SINDAG), o Brasil € o maior consumidor de agrotoxicos do mundo,
consumindo no ano de 2009 aproximadamente 725,6 mil toneladas dessas
substancias (FIOCRUZ, 2010; RODRIGUES, 2012). Apesar de trazerem beneficios
a producao agricola, o uso intenso de agrotoxicos pode proporcionar danos ao meio
ambiente prejudicando a biota. Outro fator preocupante é que segundo KLINGMAN
et al., (1982), prever o comportamento dos agrotoxicos e sua interacdo com o meio é
um processo complicado e depende de diversas propriedade como: pressdo de
vapor, coeficiente de particdo ao carbono organico (Koc), constante de Henry (Hc),
tempo de meia-vida (t¥2), solubilidade em meio aguoso e coeficiente de particao
octanol-agua (Kow). A presséao de vapor € uma medida da tendéncia de evaporacao
de um liquido, quanto maior mais volatil sera o liquido. O Koc expressa a tendéncia
do agrotoxico de adsorver no carbono organico do solo. O tempo de meia-vida é
definido como o tempo necessario para que a metade da concentracdo de uma
substancia degrade independentemente da sua concentracdo inicial no meio. A
constante de Henry (Hc) é usada para descrever a tendéncia dos produtos quimicos
em mover-se da fase aquosa para a fase de gas. O Kow representa a tendéncia da

distribuicdo de um produto quimico orgéanico entre as fases organica e a aquosa.
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Para baixos valores de Kow a substancia é considerada hidrofilica e possui uma
baixa solubilidade em gorduras, elevada solubilidade em agua e pequena adsorcao
em solo/sedimento.

Existem varias classes de agrotoxicos como os fungicidas, raticidas,
inseticidas, herbicidas, entre outros. Cada grupo apresenta um principio ativo
especifico com diferentes mecanismos de acdo e, consequentemente, com
toxidades variadas (YAMASHITA, 2008). Dentre agrotoxicos utilizados, os herbicidas
sdo o0s mais consumidos, seguido dos inseticidas, fungicidas e acaricidas
(RODRIGUES, 2012).

Os herbicidas sdo compostos organicos sintetizados utilizados na agricultura
para controlar gramineas e ervas que sao indesejadas (JAVARONI et al., 1999). A
acdo fitotoxica de um herbicida pode ser separada em duas fases: 0 mecanismo de
acao e o modo de acao. Entende-se por mecanismo de acao, 0 primeiro processo
bioguimico ou biofisico no interior celular a ser inibido pela atividade herbicida. Este
processo inicial pode ser suficiente para matar as plantas sensiveis. Porém,
normalmente, diversas outras reacfes quimicas sSao necessarias para matar a
planta. O somatorio total dessas reacdes é denominado modo de agcdo (MACHADO
et al., 2006).

O controle quimico para as espécies indesejadas € responsavel pela
contaminacgéo do solo e da agua, pois somente 0,1% do que € aplicado atinge seu
alvo especifico, enquanto o restante tem potencial para se deslocar no ambiente
(UETA et al., 2001), governado por processos de retencao (sor¢cdo e adsorcao), de
transformacéo (fotodegradac&o, hidrolise e degradacdo bioldgica), de transporte
(deriva, volatilizacdo, lixiviagcdo e carreamento artificial) e de interacdo com
organismos no meio onde estao inseridos (SPADOTTO, 2006).

A introducdo dos herbicidas nos ecossistemas aquaticos ocorre durante e
apos as aplicagbes na agricultura, ou diretamente na agua, para eliminar espécies
de plantas indesejaveis, algas ou vetores de doencas (RAND et al., 1995). Uma vez
na agua, pode alterar as comunidades aquaticas, dependendo das caracteristicas da
agua, da comunidade bioldgica e do préprio poluente. Em alguns casos, 0s agentes
toxicos podem matar os animais e em outros, podem promover alteragdes subletais
ou se acumular em tecidos exercendo seus efeitos ap0s uma exposicdo mais
prolongada a concentracbes muito baixas, que dificimente s&do detectadas
guimicamente (ABEL, 1989).
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Os herbicidas sédo os agrotoxicos mais utilizados no Brasil, chegando a
aproximadamente 127 mil toneladas no ano de 2009 (IBAMA, 2010). Desde as
ultimas décadas seu uso tem crescido de forma acentuada em solos agricultaveis
brasileiros e uma das classes de herbicidas mais utilizadas sao as triazinas. Cerca
de 30% da producdo mundial de pesticidas corresponde aos herbicidas do grupo
das triazinas (simazina, propazina, ametrina, cianazina e atrazina) (CABRAL et al.,
2003).

No Brasil, os herbicidas triazinicos vém sendo empregados na agricultura
para o controle de ervas daninhas, por inibir a fotossintese, e sao utilizados
principalmente em culturas de milho, cana-de-acicar e soja (PEREIRA, 2011). A
estrutura da triazina € um anel heterociclico analogo ao anel benzénico, mas com
trés atomos de carbonos substituidos por atomos de nitrogénio. Os trés isbmeros da
triazina sdo distinguidos pela posicdo dos seus atomos de nitrogénio, e sé&o
chamados de 1,2,3-triazina, 1,2,4-triazina e 1,3,5-triazina (Figural) (ARCHANGELO,
2003) e dentre eles, o isbmero 1,3,5-triazina é o principio ativo mais utilizado no
mundo. No Brasil, ha cerca de vinte formulagcbes comerciais registradas com o
ingrediente ativo atrazina (VASCONCELOS et al., 2008).

(A) (B) (C)
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Figura 1. Grupos da triazinas. (A) 1,2,3-triazina. (B) 1,2,4-triazina.
(C) 1,3,5-triazina

1.3. Atrazina

A atrazina, cujo nome quimico € 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-
triazina (Figura 2) teve sua primeira comercializacdo na década de 1950 e desde
entdo seu uso na agricultura se ampliou e intensificou e devido a essa ampla
utilizacdo a atrazina € um dos herbicidas mais detectados em monitoramento de

ecossistemas aquaticos (SPADOTTO et al.,, 2004). A atrazina € utilizada para
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controle de plantas invasoras, principalmente na cultura de algodao, milho, sorgo,
feijdo, abacaxi, soja e cana-de-acucar, além do uso no preparo de areas para o
plantio (SANTANA et al., 2003).

H3C\/NH N\ Cl
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Figura 2. Formula estrutural da atrazina.

Por ter sido desenvolvida como um fitotoxico a atrazina é toxica para plantas,
mas também tem sido considerada toxica para peixes (PAULINO; SOUZA,
FERNANDES, 2012; PAULINO; SAKURAGUI; FERNANDES, 2012.). A atrazina é
absorvida mais facilmente pelas raizes e levada, via xilema, para a parte aérea das
plantas alvo (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). A atrazina inibe a fotossintese via
competicdo pelo sitio de ligacdo da plastoquinona Il no processo da transferéncia de
elétrons do fotossistema Il para o fotossistema | (DEVINE et al., 1993). Essa inibicédo
cessa a sintese de carboidratos, consequentemente levando a uma reducdo no
carbono e acumulo de CO2 na planta, levando-a a clorose foliar (GIDDINGS, 2005;
SOLOMON et al., 2008).

A molécula de atrazina tem uma baixa presséo de vapor (2,89 x 107 mm em
25°C) e uma baixa constante de Henry (2,48 x 10° atm m® mol?) e, portanto, a
volatilizacdo em superficies ou na agua é insignificante. A molécula apresenta uma
moderada solubilidade em agua (33 ug.mL?* em 22°C) e pequenas Kd e Koc (0,19-
2,46 e 25-155, respectivamente) o que favorece que o composto permanega no
estado dissolvido em solos tratados, em aguas de superficiais, subterréaneas e
durantes fendmenos de irrigacdo ou chuva. Com base nessas propriedades,
a atrazina ndo apresenta uma forte adsorcdo por sedimentos sendo que sua
degradacéao ocorre moderadamente na coluna d’agua (SOLOMON et al., 1996).

Uma vez que a atrazina estd na agua ela pode sofrer hidrélise, adsorcéo,
volatilizacdo, fotdlise e degradacdo bioldégica. As taxas de biodegradacdo e

volatilizagdo sao insignificantes, sendo assim, as taxas de hidrdlise e fotdlise séo os
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principais meios de degradagdo desse composto. Entretanto as taxas de
degradacdo por esses processos sdo relativamente pequenas podendo resultar
em uma presenca prolongada do composto em aguas estacionarias (HOWARD,
1991; WINKELMANN; KLAINE, 1991; GRAYMORE et al., 2001; SOLOMON et al.,
2008).

Outros fatores ambientais também contribuem para a dissipacédo da atrazina
no meio ambiente. A atrazina pode ser degradada em aguas estuarinas (JONES et
al., 1982; ISENSEE, 1987) sendo que a meia-vida em agua foi estimada na faixa de
3 a mais de 90 dias (mais curtos a salinidades elevadas) (GLOTFELTY et al.,
1984). Em &gua doce, a meia-vida da atrazina é de 244 dias a 25°C e pH 4. As
diferencas na temperatura, fonte de luz, tipo de sedimento, e concentracdo podem
ser responsaveis por grande parte da variagdo nas estimativas de meia-vida da
atrazina (SOLOMON et al., 2008).

No Brasil, a concentracdo maxima de atrazina recomendada em aguas doces
de classe | a classe lll é de 2 ug.L* pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), segundo a resolucgdo CONAMA 357/2005 (CONAMA, 2005). Porém,
ndo ha determinacao de limite em &guas estuarinas e costeiras, € mesmo em aguas
doces as concentragcdes encontradas excedem ao valor maximo recomendado. A
contaminagdo por atrazina ocorre principalmente nas aguas superficiais. Em
sistemas aquaticos |énticos (lagos, lagoas, zonas umidas), a concentracdo de
atrazina é frequentemente de 2 a 10 vezes maiores do que nos sistemas aquaticos
l6ticos (rios e corregos). Em ambientes estuarinos a contaminacdo se da
principalmente através de desague de rios contaminados (KOLPIN, 1997; ROHR,;
MCCOQOY, 2010). As concentracOes de atrazina na agua variam de valores acima de
1000 pg.L' em Aguas adjacentes a campos tratados, até concentracées baixas
como 0,2 ug.L! (READMAN et al., 1993; SHOTTLER et al., 1994; GRAYMORE et
al., 2001). Normalmente, as concentra¢des de atrazina encontradas em aguas doces
sdo de aproximadamente 20 ug.L"{(NWANI et al., 2010), porém encontram-se, em
raras ocasioes, concentracdes acima desse valor, independente da area de
aplicacdo (BATTAGLIN et al., 2000; GIDDINGS et al., 2005; SOLOMON et al.,
2008). Em ecossistemas estuarinos e de aguas costeiras, a presenca de atrazina é
menor quando comparada com ambientes de agua doce devido a diluicdo e
degradacdo (GRAYMORE et al., 2001). Entretanto, segundo FORTIN et al. (2008),
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concentracdes elevadas de atrazina em torno de 30 ug.L' sdo encontradas em

areas estuarinas.

1.4. Peixes como biomonitor em estudos de contaminagao

Biomonitor é uma espécie utilizada para o monitoramento de qualidade de
agua devido a sensibilidade ou tolerancia a diversos tipos de alterac6es ambientais,
geralmente causadas por acdes antropogénicas, como poluicdo organica,
assoreamento, construcdo de barragens, pesca predatéria entre outros
(WASHINGTON, 1984; AGOSTINHO et al., 2005). Os biomonitores sdo muito Uteis
por sua especificidade em relacdo a certos tipos de impacto, ja que inumeras
espécies sao comprovadamente sensiveis a um tipo de poluente e mais tolerantes a
outros (WASHINGTON, 1984).

De acordo com KARR (1981), RAMELOW et al. (1989) e SCHULZ,
MARTINS-JUNIOR, (2001) os peixes sdo excelentes ferramentas no monitoramento
de Ambientes aquaticos, servindo como importantes biomonitores, pois respondem
de vérias maneiras a contaminagdo, como por exemplo, mudancas na taxa de
crescimento e na maturacédo sexual. Modificagbes na estrutura da comunidade de
peixes, tais como a abundancia e diversidade de espécies, também podem refletir os
efeitos de varios estressores da integridade biética do rio como um todo (FAUSCH et
al., 1990).

As respostas dos peixes em relacdo aos mais diversos contaminantes
dependem do tempo de contaminacdo, das concentracbes do contaminante e da
sensibilidade das espécies. O contato dos peixes com substancias toxicas leva a
uma sequéncia de respostas fisiolégicas e morfoldgicas que afetam o funcionamento
adequado do organismo e interfere na homeostasia interna de cada individuo,
podendo ocasionar alterac6es bioquimicas, fisiolégicas e morfolégicas em diversos
tecidos dos peixes (HEATH, 1995) e consequentemente, nos processos naturais de
alimentacéao, reproducao e comportamento (SADAUSKAS-HENRIQUE et al., 2011).
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1.5. Branquias

As branquias atuam como 6Orgdo alvo dos peixes para 0s poluentes, por
estarem em contato permanente com 0 ambiente aquatico e apresentarem uma area
superficial muito grande, representada pelas lamelas (POLEKSIC; MITROVIC-
TUTUNDZIC, 1994). As branquias exercem funcdes vitais nos teledsteos, tais como
respiracdo, osmorregulacdo e excrecdo e ainda constituem o sitio de tomada e
depuracéo de contaminantes e o local onde a detoxificacdo e o metabolismo, destes
agentes toxicos, podem ocorrer (FERNANDES et al., 2013).

As branquias dos peixes sdo evolutivamente o primeiro 6rgdo de trocas
gasosas dos vertebrados e consiste essencialmente por filamentos, lamelas, uma
vascularizacdo altamente complexa (sistema artério-arterial e sistema artério-
venoso), um sistema de suporte (cartilagens e 0ssos) e masculos envolvidos por um
epitélio que proporciona uma fina barreira entre o sangue e ambiente aquatico
(Figura 3). Nos ultimos 50 anos, estudos mostraram que o epitélio branquial é
também o principal local dos ajustes de ions e pH do fluido corporal e excrecdo
compostos nitrogenados (EVANS et al., 2005).

Na maior parte dos peixes, os filamentos branquiais sado projecdes longas e
estreitas laterais ao arco branquial e as lamelas, que constituem a superficie
respiratoria, estdo uniformemente distribuidas ao longo do comprimento dos
filamentos formando os espacos interlamelares através dos quais a agua flui (Figura
4). A lamela é essencialmente composta por duas camadas epiteliais, mantidas
separadas por uma série de células individuais denominadas células pilares (CPi)
cujos prolongamentos formam 0s espacgos nos quais circula o sangue (Figura 4). As
duas camadas de células epiteliais que recobrem o sistema de células pilares
formam uma ampla superficie, com uma pequena distancia de difusédo entre a agua
e 0 sangue, em contra-corrente, que apresenta alta eficiéncia das trocas gasosas
(Figura 3) (EVANS et al., 2005).



INTRODUGAO [

Arco Sangue pobre
em oxigénio

Branquial

WL
3 “‘i"f Z

as lamelas
Fitamento
Branquial

Fluxo de sangue %
sangue em um capilar simplificado
(%0,)

Figura 3. Esquema da branquia de peixes teledsteos. Adaptado de EVANS et al.,
(2005).

Figura 4. Fotomicrografia mostrando os principais tipos celulares nas lamelas e
filamento de teledsteos, CPi = células pilares; CPV = células pavimentosas; CRM =
célula rica em mitocondria; SVC = seio venoso central; F= filamento; L = lamela.
Coloracdo: Azul de Toluidina. Barra de escala: 20 ym (CAVICCHIOLI-AZEVEDO,

nao publicado).
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O epitélio que cobre os filamentos branquiais e lamelas proporciona uma
fronteira distinta entre 0 ambiente externo e os fluidos extracelulares e também
desempenha um papel crucial na funcéo fisiologica. O epitélio branquial € composto
por Vvérios tipos de células, sendo principalmente constituida por células
pavimentosas (CPV) que compreendem 90% da superficie epitelial.

As CPVs, apesar de cobrirem a maior parte da superficie do filamento
branquial e lamelas parecem desempenhar um papel passivo na fisiologia de da
maioria dos peixes. A membrana apical das CPVs € caracterizada pela presenca de
microvilosidades que muitas vezes tém arranjos elaborados que variam entre
espécies. Estas projecdes apicais aumentam a superficie funcional do epitélio e
podem também desempenhar um papel na ancoragem de muco (Figura 4 e 5)
(EVANS et al., 2005).

As células mucosas (CM) estdo localizadas principalmente nas bordas do
filamento entre as células epiteliais e 0 muco produzido por elas, o qual tem sido
considerado como uma importante protecdo contra particulas abrasivas presentes
na agua, bactérias, parasitas e poluentes, além de auxiliar a regulagdo idnica (Figura
5) (MCCAHON et al., 1987; HANDY et al., 1989; SINGH; MUNSHI, 1996; DEZFULI
et al., 2003; LEDY et al., 2003; POWEL, 2007; SINGH; BNERJEE, 2008; MORON et
al., 2009).

As células ricas em mitocondrias (CRMs) sé@o consideradas sitios idnicos que
possuem a capacidade de absorver ions em peixe de agua doce (AD) e excretar
ions em peixes de agua salgada (AM). As CRMs possuem polaridade e apresentam
amplo sistema tubular da membrana basolateral resultando em uma grande
superficie nas quais se localizam as proteinas de transporte idnico (Figura 5 e 6)
(HIROSE et al.,, 2003; HWANG; LEE, 2007; KANG; LIU; et al.,, 2012). Estudos
indicam que a superficie apical das CRMs em diversos teledsteos altera o tamanho
e o formato dependendo da salinidade e da concentragdo de ions (KANG,; LIU; et al.,
2012; KANG; YANG,; et al., 2012).
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Figura 5. Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura mostrando 0s
principais tipos celulares epiteliais do filamento de teledsteos, CPv = células
pavimentosas; CRM = célula rica em mitocdndria; CM = célula mucosa. Barra de
escala: 10 ym (CAVICCHIOLI-AZEVEDO, nao publicado).

1.6. Biomarcadores

Biomarcadores sé@o alteragbes biologicas nos fluidos corporais, células ou
tecidos indicativos da exposi¢cdo a concentracdes subletais de poluentes ambientais,
detectadas em nivel molecular, celular e fisiologico (MELANCON, 1995).

Em estudos de toxicidade, biomarcadores em nivel suborganico (bioquimico,
fisiolégico e histologico) tém sido utilizados e considerados mais viaveis para avaliar
as respostas aos estressores. Estes biomarcadores podem permitir uma avaliacao
mais rapida da saude dos organismos e podem ser indicadores da exposi¢cdo ou dos
efeitos dos poluentes (MAYER et al., 1992).

Esta interagdo entre o sistema biolégico, biomarcadores e poluentes esta
intimamente associada a biodisponibilidade dos contaminantes (Figura 6). Isto
porque ele pode estar associado a matéria organica dissolvida, particulada e ao
sedimento. Assim, sua concentracdo disponivel é muito varidvel, e afetara o
organismo atraveés da relacdo entre sua taxa de captacdo e eliminacdo. Os efeitos
diretos destes contaminantes ocorrem através de interagcbes com proteinas

receptoras celulares, disturbios na homeostase celular, inibicdo enzimatica, danos a
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macromoléculas, entre outros (Figura 6). O organismo entéo € capaz de responder,
inicialmente a nivel molecular e celular, a fim de evitar ou diminuir o efeito téxico
destes contaminantes através de respostas adaptativas. Caso estas respostas nao
sejam suficientes, poderd ocasionar diminuicdo no crescimento, reducdo da
fertiidade e reproducdo, distarbios funcionais, mutacdo, céancer, distarbios
comportamentais ou a morte. Entretanto, a total adaptacédo pode ser alcancada caso
as respostas desenvolvidas pelos organismos sejam eficientes para contrabalancear

os disturbios causados pelo poluente (Figura 6) (FENT, 2004).
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Figura 6. Modelo esquemaético ilustrando interagcbes de biodisponibilidade e
toxicidade de xenobidticos (Adaptado de FENT, 2004).

Uma vez que contaminantes podem gerar alteracbes em varios niveis de
organizacdo bioldgicas existem diversos tipos de biomarcadores que podem ser
avaliados para determinar a acdo de um contaminante (MAYER et al., 1992). Dentre
eles os biomarcadores morfolégicos e os biomarcadores bioquimicos tem grandes
destaque na literatura (PAULINO; SOUZA; FERNANDES, 2012; PAULINO;
SAKURAGUI; FERNANDES, 2012).
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1.6.1. Biomarcadores bioquimicos

1.6.1.1. Associados ao estresse oxidativo.

A maioria dos contaminantes apresenta um alto potencial oxidante, tornando
as células suscetiveis a danos por espécies reativas de oxigénio (EROS)
(WINSTON; DI GIULIO, 1991). Logo, a quantificacao de danos oxidativos e 0s niveis
de defesas contra danos celulares, tém o potencial de serem usados como
biomarcadores de contaminacdo aquatica (FUNES et al., 2006; AHMAD et al.,
2006).

A utilizag@o do oxigénio como aceptor final de elétrons para produgéo de ATP
€ muito vantajosa em termos energéticos, pois um organismo que utiliza respiragéo
anaerobica gera 2 ATPs a partir de uma molécula de glicose, enquanto organismos
gue utilizam a respiracdo aerdbica geram 36 ATPs (LEHNINGHER et al., 2005).
Entretanto, a utilizacdo de co-enzimas reduzidas (NADH e FADH:) produzidas pelas
vias metabdlicas aerdbicas na cadeia transportadora de elétrons gera inUmeros tipos
de EROs ao reduzir parcialmente o oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).
Estudos afirmam que apenas 0,1% do oxigénio consumido se torna ROS
(FRIDOVICH, 2004). Entretanto, o aumento do metabolismo pode aumentar
significativamente a producdo de EROs. Sendo assim, todas as formas de vida
aerdbica estao sujeitas aos efeitos oxidantes causados pelos metabdlitos reativos de
oxigénio (FRIDOVICH, 2004).

EROs sdo compostos que apresentam alta reatividade, podendo ser radicais,
guando o 4&tomo de oxigénio associado ou ndo a outro elemento possui um ou mais
elétrons desemparelhados como no caso da hidroxil (HO), superéxido (O2"), radical
peroxil (ROO) e alcoxila (ROH:), ou por espécies nao radicalares, como 0 oxigénio
singlet (!0O2) e o peréxido de hidrogénio (H202), que mesmo ndo sendo radicais
livres, possuem alta reatividade (SIES, 1985; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990;
BERGENDI et al., 1999; RIBEIRO et al., 2005).

O radical superoxido € a primeira das EROs formadas, podendo agir como
oxidante ou como redutor, dando origem a outras espécies reativas (FRIDOVICH,
1989). Existem varias vias metabdlicas onde este radical é formado, como por
exemplo, a cadeia respiratoria na mitocéndria, o sistema xantina/xantina oxidase,
através da NADPH oxidase em células fagociticas, via sintese de prostaglandinas no

reticulo endoplasmatico liso e no sistema NADPH citocromo P-450 redutase
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microssomal (RIBEIRO et al., 2005). Normalmente, as moléculas de oxigénio que
agem como receptoras finais de elétrons sdo totalmente reduzidas por quatro
elétrons formando agua. Aquelas que séo reduzidas apenas por um elétron geram o
radical superoxido (Equacéo 1) (STOREY, 1996).

O2+e — O Eq. 1

Apesar de o radical superdxido ser seletivamente reativo, ele € responséavel
pela geracdo de outras espécies reativas mais toxicas e agressivas. Esse radical
pode gerar peroxido de hidrogénio através de uma reacéo espontanea ou catalisada
pela SOD (Equacédo 2), e pode gerar também o radical hidroxila através da reacéo
de Fenton, na qual o anion superéxido reduz principalmente o cobre (Cu?* + e =>
Cu'*) e o ferro (Fe® + e => Fe?"), que por sua vez reagem com o perdxido de
hidrogénio formando o radical hidroxila (Equacfes 3 e 4) (SIES, 1985). Outra forma
do radical superoxido formar o radical hidroxila € através da reacdo de Haber-Weiss,
onde o radical superdxido reage com o peroxido de hidrogénio formando o radical
hidroxila (Equagéo 5) (SIES, 1985; RIBEIRO et al., 2005).

2027 + 2H" —» H202 + O2 Eq. 2
Cu?*+ 027 —» Cu'*+ O2 Eq. 3
Cu'* + H202 —» Cu?'+ OH + HO Eq. 4
O2” + H202 —» O2+ OH" + HO: Eq. 5

Além disso, o radical superéxido possui a habilidade de liberar Fe?* das
proteinas de armazenamento de ions metalicos, tais como ferritina e aconitase. O
radical O2~ também reage com o radical HO' produzindo oxigénio singleto 'Oz
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997) (Equagcéo 6).

Oz +-OH —» 10, + HO: Eq. 6
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Apesar de ndo ser um radical livre, o perdxido de hidrogénio é extremamente
danoso e pode gerar outras EROs. Como néo oxida acidos graxos poliinsaturados,
esse nao-radical é potencialmente perigoso, pois tem a capacidade de facilmente
atravessar membranas biologicas. Assim, o peroxido de hidrogénio produzido na
mitocéndria, por exemplo, poderia se mover por todo o resto da célula e produzir
efeitos em varios outros compartimentos, como o nucleo (HERMES-LIMA, 2004;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A hidroxila € um dos radicais mais reativos, pois reage com todos os tipos de
moléculas com velocidade variando entre 107 a 10'° M1.s®. Entretanto, devido a
essa rapida velocidade de reacdo, elas acabam sendo controladas pela taxa de
difusdo (HERMES-LIMA, 2004). O radical hidroxila esta envolvido na iniciacdo da
peroxidacdo de lipidios de membranas biol6gicas, bem como a oxidacéo e danos as
proteinas, DNA nuclear e mitocondrial. Carboidratos e acido ribonucléico (RNA)
também sdo alvos relevantes do radical hidroxila (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

Outras EROs, como o radical peroxil e alcoxila, sdo formadas a partir de
hidroperoxidos orgénicos e radicais organicos centrados no oxigénio,
respectivamente. Estas espécies podem agir principalmente como intermediarios na
peroxidacao de lipidios e oxidacdo das demais moléculas bioldgicas (BERGENDI et
al., 1999).

Para conter os danos oxidativos causados pelas EROs, os organismos
aerdbicos apresentam adaptacoes, as quais sédo divididas em trés niveis: prevencao
da formacdo das EROs, eliminacdo das EROs formadas e reparo das moléculas
modificadas por EROs (STOREY, 1996; RIBEIRO et al., 2005). Dentre os niveis de
adaptacao, se destacam os mecanismos de eliminacdo das EROS, que se dao por
meio da atividade de enzimas (mecanismo antioxidante enzimatico) e do
envolvimento de moléculas que protegem alvos bioldgicos (mecanismo antioxidante
nao-enzimatico).

As enzimas envolvidas no mecanismo antioxidante constituem a protecao
antioxidante priméria na eliminacdo das EROs formadas, sendo que o mecanismo
cladssico de eliminacdo ocorre através da acdo das seguintes enzimas: superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-s-
transferase (GST) (MICHIELS et al., 1994). O sistema antioxidante ndo-enzimatico é

composto por diversas moléculas pincipalmente sendo que a mais importante € o
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tripeptideo glutationa na forma reduzina (GSH). A concentracdo de GSH é modulada
através da acao da glutationa redutase (GR) e da glutationa sintetase (GS). A acéo
integrada desses agentes antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos estao

representadas na figura 7.
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Figura 7. Modelo esquematico ilustrando a agdo integrada de agentes antioxidantes
enzimaticos e ndo-enzimaticos. ( CAVICCHIOLI-AZEVEDO , 2011).

Atualmente metodologias desenvolvidas para avaliagdo da capacidade
antioxidante total contra determinados radicais livres estdo sendo mais utilizadas
pois demonstram de forma geral a capacidade do organismo de combater as EROs
(AMADO et al., 2009; DIAZ-JARAMILLO et al., 2013; MACHADO, et al., 2013). A
capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP) mensura a capacidade
do tecido de evitar a producdo e eliminar radiais peroxil, esse radical é um dos
principais precursores da peroxidacdo lipidica e geralmente é degrado através da
atuacao da glutationa peroxidase (RIBEIRO et al., 2005).

A GST é uma familia de isoenzimas cuja atividade pode reduzir ou evitar que
ocorra 0 estresse oxidativo devido a metabolizagdo de uma grande variedade de
substratos hidrofobicos e eletrofilicos, como diversos xenobidticos, por meio da
conjugacao desta com a GSH que formam conjugados soliveis em agua facilitando
a excrecao desses substratos (OOST VAN DER et al., 2003; ALVES, 2012), como

demonstrado na Equagéao 7.
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GST
Xenobiético + GSH — GSHconjugado + H* Eq. 7

Um organismo encontra-se em estresse oxidativo quando ocorre um
desequilibrio no balanco entre pré-oxidantes e antioxidantes em favor dos proé-
oxidantes. Quando ha uma ruptura do controle e da sinalizacdo redox e/ou ao dano
molecular (SIES; JONES, 2007), o dano mais comum evidenciado em uma situacao
de estresse oxidativo é a peroxidacao de lipidios (GIORGIO et al., 2007).

O processo de peroxidacao lipidica é considerado como uma das principais
causas de leséo celular e morte. Basicamente, 0 atague comeca nas cadeias de
acidos graxos poliinsaturados (com dois ou mais carbonos de sua cadeia com
ligacdo dupla) e € uma reacdo em cadeia envolvendo trés etapas distintas: iniciacao,
propagacéo e terminagdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

O comeco desta reacdo geralmente ocorre através da abstracdo de atomo
hidrogénio de um grupo metileno (—CH2—) através do ataque de uma molécula
reativa, como EROs, metais, ou outros radicais livres, formando um radical de
carbono. Este, por sua vez, realizara um rearranjo molecular, formando um dieno
conjugado, o qual pode reagir com moléculas de oxigénio, formando um radical
peroxil (ROO’) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A partir da formacgéo deste radical ocorre a fase de propagacéo, devido a sua
capacidade de abstrair atomos de hidrogénio de outros grupos metilenos de cadeias
adjacentes (transformando-se em um peroxido lipidico). Estes sofrerdo processos de
rearranjo molecular, formacdo de dienos conjugados e, posteriormente, ataque de
moléculas de oxigénio, formando um novo radical peroxil. Este reinicia o processo,
gerando uma reacdo oxidativa em cadeia (Figura 8) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).
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Figura 8. Imagem esquematica ilustrando o processo de lipoperoxidacao (Adaptado
de MOSIALOU, 1993).

Ao mesmo tempo, quando o radical peroxil abstrai o atomo de hidrogénio das
cadeias adjacentes, forma-se um peréxido lipidico (ROOH) (Figura 8). Este peroxido
€ geralmente estavel sob temperatura fisiolégica, mas na presenca de ions
metalicos, pode iniciar um novo tipo de reacdo em cadeia, quebrando a ligagéo
0O-0, formando uma alcoxila (ROH") (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

ROOH + Fe?* — Fe®* + OH + ROH- Eqg. 8

Estes radicais alcoxilas também podem abstrair &tomos de hidrogénio, tanto
de outros peroxidos como de grupos metilenos de acidos graxos poliinsaturados,
continuando as reacdes em cadeia.

Outro grande problema destas reacdes é a formacédo de Fe®*, o qual também
pode reagir com peréxidos lipidicos formando radicais peroxilas e Fe?* em um ciclo
autossustentavel (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

ROOH + Fe3* — ROH + H* + Fe?* Eq. 9
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Véarios fatores contribuem para o término deste processo ciclico de
lipoperoxidacdo, tais como a neutralizacdo desses inumeros radicais por
antioxidantes, formagcdo de produtos nao radicalares, consumo dos reagentes,
dentre outros. Entre os produtos finais formados durante o0 processo de
lipoperoxidacdo, destacam-se gases de hidrocarbonetos e os aldeidos, como o
malondialdeido (MDA). Ja o MDA pode atacar proteinas quando presente em
ambientes de baixo pH, resultando em modificacbes de inumeros residuos de
aminoacidos (especialmente lisina). Ele ainda pode reagir com bases de DNA
(especialmente guanina) gerando lesdes mutagénicas (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). Outra importante caracteristica do MDA é sua capacidade de reagir com o
acido tiobarbiturico sob altas temperaturas e baixo pH, gerando um produto com cor
gue pode ser detectada em 532 nm (DRAPER; HADLEY, 1990), base para método

de deteccéo de produtos finais de lipoperoxidacéao.
1.6.1.2. Associados aionorregulacao

Estudos feitos com herbicidas entre outros xenobibticos demonstram efeitos
na capacidade iono e osmorregulatoria de peixes teledsteos, avaliando
principalmente enzimas envolvidas nos mecanismo de transporte ibnico,
principalmente a Na‘*/K*-ATPase (NKA), V-H*-ATPase (V-HA) e a anidrase
carbbénica (AC) (FERNANDES, et al., 2003; GUADALUPE CABRAL et al., 2004;
OZTURK SARIKAYA et al., 2011; ALVES, 2012; PAULINO; SAKURAGUI;
FERNANDES, 2012; NASCIMENTO et al., 2012). O mecanismo de transporte idnico
assim como as proteinas envolvidas depende se o animal necessita excretar ions ou
absorve-los.

Os mecanismos que envolvem a excre¢cdo de ions pelas branquias se
baseiam na presenca da NKA na membrana basolateral atuando como forca motriz
para o transporte secundario. O transporte secundado ocorre através do co-
transportador Na, K, 2Cl (NKCC) localizado na membrana basolateral provocando a
entrada desses ions na célula. Posteriormente o Cl- é excretado para o meio externo
através do canal de CI'(CFTR), o Na* retorna para o meio intersticial via da acdo da
NKA e o K*, via canal de K* (Kir) presentes nha membrana basolateral. O Na* €,

entdo, excretado via paracelular entre a CRM e a célula acessoéria (Figura 9)
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(MAETZ, 1971; KATOH; KANEKO, 2003; EVANS et al., 2005; HWANG,; LEE, 2007;
EVANS, 2008; INOKUCHI et al., 2008; KANEKO et al., 2008; KANG et al., 2008;
YANG et al., 2011; INOKUCHI; KANEKO, 2012).

J& os modelos para absorcao de ions em peixes AD estenoalinos e eurialinos
aclimatados em AD divergem entre os autores, principalmente quando se trata dos
mecanismos de absorcdo de Na* e CI, sugerindo que os transportadores envolvidos
e suas localizacdes na célula podem variar de espécie para espécie. Muitos autores
assumem que animais de 4gua doce possuem dois tipos de CRMs e que elas teriam
mecanismo de transportes diferentes. Evans (2008) sugere um modelo diferente
para cada uma das CRMs. Em um tipo de CRM a presenca da NKA e de um co-
tranportador Na*/HCOz3™ (NBC) na membrana basolateral possibilita a saida de Na* e
HCOzs para o meio intersticial que também impulsiona o transporte de Na* da agua
para o interior da CRM, via trocador Na*/H*(NH4*) (NHE). A V-HA excreta H* para o
meio externo possibilitando a entrada de Na* através do canal de Na* (ENaC)
(Figura 9).

No outro tipo de CRM, um canal de CI- e as enzimas V-HA e NKA na
membrana basolateral promovem a saida de Na*, H* e Cl- para o meio intersticial e
impulsionam a entrada de Cl- e Na* da agua para célula através do trocador CI
/HCOs3 e do co-transportador Na*Cl- (NCC). O fornecimento de ions H* e HCOg3™ para
os dois tipos de CRMs ocorre através da atividade da anidrase carbdnica (AC)
citoplasmatica que hidrata o CO2 formando esses dois ions.
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Figura 9. A: Modelo de eliminacdo de NaCl de tele6steos marinhos no epitélio
branquial. B: Modelo de captura de NaCl e controle acido-base em teledsteos
dulcicolas. Modificado de HWANG; LEE, (2007) e EVANS, (2008).

1.6.2. Biomarcadores Morfoldgicos

1.6.2.1. Alteracdes histopatoldgicas

Alterac6es em nivel morfolégico refletem um impacto gradual no metabolismo
e levam a respostas adaptativas ou degenerativas, com consequéncias importantes
na sobrevivéncia do animal. Em peixes um dos 6rgdos mais utilizado para iono e

osmorregulacao é a branquia e uma avaliacdo da saude do animal é importante para
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diferenciar danos induzidos por agentes toxicos e doencas (CHOVANEC et al.,
2003; PAMPLONA, 2009).

Alteracbes histopatologicas resultam de uma variedade de mudancas
bioquimicas e fisioldgicas no organismo, que podem levar a formacéo de lesGes nas
células, nos tecidos ou 6rgdos (HINTON; LAUREN, 1990; HINTON et al., 1992). As
alteracOes histopatologicas em tecidos de peixes sdo biomarcadores do efeito da
exposicdo aos estressores do meio ambiente. Esta categoria de biomarcadores
permite um exame especifico dos 6rgdos e das células alvo, e como eles séo
afetados sob condic¢des in vivo. Além disso, a histopatologia € um método eficaz
para detectar os diversos efeitos da exposi¢cado aguda ou crénica nos varios tecidos e
orgaos (HINTON et al., 1992).

Caracteristicas histopatoldgicas sao especificas de cada organismo e podem
expressar as condigbes de vida do animal e representar o impacto causado no
organismo, pelo poluente. As mudancas histologicas sdo consideradas mais
sensiveis que os parametros relacionados apenas com o crescimento ou reproducao
do individuo (TEH et al., 1997).

Em uma revisdo que reuniu 130 estudos, MALLATT, (1985) realizou um
levantamento sobre os tipos de alteragdes branquiais frente a agentes quimicos e
fisicos presentes no ambiente. As alteracbes morfolégicas mais encontradas,
enfocando principalmente as regides interlamelar e lamelar, foram: descolamento do
epitélio, necrose, fusao lamelar, hipertrofia das células epiteliais, hiperplasia lamelar,
ruptura de células epiteliais, hipersecrecdo de muco, aneurisma lamelar, congestédo
(alteracdo no espaco sanguineo delimitado pelas células pilares), proliferacdo de
células mucosas e de células-cloreto e infiltracdo de leucocitos no epitélio (edema),
todas ilustradas na Figura 10 (MACHADO, 1999). LesGes nos tecidos aparecem em
resposta a exposi¢coes subletais e a relevancia da lesao depende da importancia da
patologia, ou seja, como afeta a funcdo do 6rgdo e a habilidade do peixe para

restaurar as lesdes e sobreviver (BERNET et al., 1999).
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Figura 10. Esquema das lesGes branquiais mais comuns de acordo com
levantamento realizado por MALLAT (1985). (A) lamela normal, (B-F) lamelas
alteradas. Abreviacdes: Ib = lamina basal; CRM = Célula rica em mitocéndria; CM =
célula mucosa; pi = célula pilar; ce = célula epitelial lamelar; svl = seio venoso
lamelar; csm = canal sangiineo marginal (Extraido de MACHADO, 1999, modificado
de MALLAT, 1985).

1.6.2.2. Alteragdes nas CRMs

Como citado anteriormente as CRMs séo consideradas sitios ibnicos que
possuem a capacidade de absorver ions em peixe de agua doce (AD) e excretar

ions em peixes de 4gua salgada (AM). A superficie apical dessas células assim
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como a sua densidade tem sido amplamente utilizada para avaliar as respostas ou
alteracbes dessas células frente a diversas condicdbes ambientais como a
contaminacdo ambiental (LAURENT, 1984; PISAM; RAMBOURG, 1991; WILSON;
LAURENT, 2002).

Dependendo das caracteristicas fisicas e quimicas da agua, pode ocorrer um
aumento ou diminuicdo da densidade e alteragcbe na superficie apical de células
mucosas. Sabe-se que a proliferacdo e hipersecrecdo das células mucosas
envolvidas com o sistema de defesa dos peixes frente a xenoboticos podem
comprometer a funcdo branquial, dependendo da severidade do processo
(FRACACIO et al., 2003).

1.7. Interferéncia da variacdo da salinidade nos biomarcadores

Diversos sédo os estudos sobre a atividade, quantidade e localizacdo dos
transportadores relacionados ao transporte ibnico e como ocorre a adaptacao frente
a mudanca da salinidade, sendo que a maioria deles s&o relacionados a atividade da
NKA. HWANG; LEE, TSUNG HAN, (2007) verificaram que teledsteos eurialinos
exibem menor expressao da NKA branquial em ambientes com salinidades similares
ao seu ambiente natural. Por exemplo, estudos realizados com Fundulus heteroclitus
(teleésteo marinhos) expostos a AD mostraram elevada atividade da NKA, e tilapias
(teledsteo dulcicola), quando transferidas para agua do mar (AM) aumentaram a
atividade da NKA (INOKUCHI et al., 2008; KANG; LIU et al., 2012). INOKUCHI et al.
(2008) mostrou que a atividade da NKA em tilapia de Mocambique, Oreochromis
mossambicus, é mais baixa em ambientes cuja osmolalidade interna é semelhante a
externa, por exemplo quando estd submetida a aguas cuja salinidade é 1/3 da agua
do mar.

Utilizando modelo de transferéncia do peixe de AM para a AD, foi
demonstrado um aumento na presenca e a atividade da V-HA em animais
aclimatados a AD, corroborando com os indicios que essa bomba esta associada a
absorcéo de Na* pelas CRMs. Entretanto a atividade da VHA pode ser determinada
em peixes marinhos em seu ambiente natural sugerindo que essa bomba participa
da regulacdo acido-base (MAETZ, 1971; KULTZ; SOMERO, 1995; PERRY, 2003;
HWANG; LEE, TSUNG HAN, 2007; EVANS, 2008).
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A expressdo e a atividade da AC em peixes aclimatados a diferentes
salinidades tém sido estudadas em diferentes espécies. Fundulus heteroclitus
transferido de salinidades intermediarias entre AM e AD para AD aumentou a
expressdo da AC, 12 h apés a transferéncia (SCOTT et al.,, 2005). Em
Oncorhynchus kisutch, a atividade da AC branquial foi significativamente maior nos
animais aclimatados em AM comparado com peixes de AD (ZBANYSZEK; SMITH,
1984). Entretanto, em Platichthys flesus n&do houve diferenca significativa na
atividade da AC entre peixes aclimatados em AM e AD (MASHITER; MORGAN,
1975).

Qualquer perturbacdo ambiental pode ser considerada uma potencial fonte
de estresse e respostas hormonais, enzimaticas e morfolégicas podem ser
detectadas em peixes e em outros vertebrados (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2002;
CHOI et al., 2008). Alteracdes metabdlicas sdo comuns quando o organismo é
submetido a algum estresse e essas alteracdes podem gerar EROs, uma vez que
essas sao produzidas normalmente em organismos aerébicos (CHOI et al., 2008).

Dentre os fatores que aumentam a atividade metabolica em peixes esta a
transferéncia para salinidades diferentes da do habitat natural que implica em
aclimatac&o e sobrevivéncia nesse ambiente com salinidade diferente (MARTINEZ-
ALVAREZ et al., 2002).

Poucos estudos tem avaliado o efeito da salinidade na capacidade
antioxidante em peixes e, principalmente, no tecido branquial. MARTINEZ-ALVAREZ
et al (2002) verificaram a atividade antioxidante e dano lipidico nas células
sanguineas, figado e coracdo de Acipenser naccarii durante estresse hiperosmdtico.
Observaram um aumento da atividade das enzimas antioxidantes nas células
sanguineas e diminuicdo da LPO, exceto na salinidade mais alta testada na qual
houve um aumento da LPO. Outro estudo realizado com Paralichthys olivaceus sob
estresse hiposmaotico mostrou um aumento da expressdo da GPx e da GST até
valores de salinidade de 4%. e uma diminuicdo durante exposi¢cdo a agua doce
(CHOI et al., 2008).

Em invertebrados, as variagbes de salinidade induziram aumento da
atividade GPx no camarédo (Litopenaeus vannamei), mas ocorreu estresse oxidativo
(LIU et al., 2007); as alteracbes de salinidade resultaram em aumento da atividade

da GST em mexilhdes do Mediterraneo (Mytilus galloprovincialis) mostrando que a
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salinidade pode ser um fator abi6tico que induz a producédo de EROs (BEBIANNO et
al., 2007).

Perturbacbes ambientais como a salinidade podem modificar o padrdo de
distribuicdo, densidade de células mucosas assim como quantidade de secrecdo de
muco. ABRAHAM et al., (2001) demonstrou que Cyprinus carpio expostos a
diferentes porcentagens de agua do mar por diferentes periodos alterou a superficie
apical das células mucosas assim como alteracdo na densidade e secrecdo de

muco.

1.8. Poeciliavivipara

A subfamilia Poecilinae pertencente a ordem Cyprinodontiformes &
amplamente distribuida nas Ameéricas. Poecilinae é o0 grupo irmdo do
Procatopodinae, um grupo composto pela Sul-Americana Fluviphylax whitley e dos
Procatopodines africanos. O clado Poeciliinae mais Procatopodinae sao 0s grupos
irméos do Aplocheilichthyinae (COSTA, 1996; GHEDOTTI, 2000). Estas trés
subfamilias compdem a familia Poecilidae. Esses peixes sdo caracterizados pela
presenca de um unico gonopddio derivado da modificacdo da dos raios 3,4 e/ou 5 da
nadadeira anal dos machos (PARENTI, 1981). A familia possui aproximadamente
220 espécies atualmente alocadas em aproximadamente 28 géneros, dentre eles o
género Poecilia (LUCINDA, 2003).

O género Poecilia se caracteriza por ter uma ampla diversidade, pela
presenca de espécies de peixes de agua-doce secundarios (ALDA et al., 2013) e
apresentam uma notavel variedade de adaptacbdes reprodutivas (THIBAULT,;
SCHULTZ, 1978). Tendo desenvolvido a capacidade de fertilizagdo interna, com
varias modificagcdes no sistema reprodutivo, como por exemplo, tamanho e niamero
de ovos, tamanho dos embrifes, tamanho dos jovens recém-nascidos, quantidade
de suplemento nutricional da mae para os embrides, grau de desenvolvimento
placentario e de superfetacdo, variacdes no intervalo e periodos de gestacdo da
prole, duracdo do periodo reprodutivo e duracdo da vida reprodutiva, mudando
assim o conjunto de estratégias reprodutivas utilizadas (THIBAULT; SCHULTZ,
1978).

Poecilia vivipara (BLOCH; SCHNEIDER, 1801) (Figua 11) € uma espécie que

apresenta uma ampla distribuicdo geografica, sendo encontrada nas Américas, de
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lllinois, na Nova Jersey, (EUA) a Argentina (AMARAL et al., 2001). A espécie é
eurialina e abundante na maioria dos ambientes aquaticos continentais |énticos,
dulcicolas e estuarinos do Brasil (GOMES; MONTEIRO, 2008), sobretudo em aguas
rasas, calmas, de fundos argilosos com macrofitas aquéticas (MAZZONI; IGLESIAS-
RIOS, 2002). Na praia dos coqueiros (Rio de Janeiro, Brasil) esses individuos
podem ser coletados em uma variagao de salinidade de 0 a 28%. (AMARAL et al.,
2001). Segundo a classificacdo de (LUCINDA; REIS, 2003), a espécie ocupa a

seguinte classificacao sistematica:

Classe: Osteicthyes
Subclasse: Actinopterigii
Divisdo: Teleostei
Superordem: Acanthopteygii
Ordem: Cyprinodontiformes
Familia: Poeciliidae

Subfamilia: Poeciliinae
Tribo:Poeciliini

Género: Poecilia

Espécie: Poecilia vivipara

Devido a sua facil manutencdo em laboratério e grande abundancia no Brasil,
P. vivipara é utilizado como biomonitor em ambientes dulcicolas e estuarinos
(CORREA et al., 2010) e, por estarem presentes em diferentes gradientes
ambientais, suas populacdes sao expostas a variadas condi¢cOes, inclusive de
exposicdo a poluentes (GOMES; MONTEIRO, 2008). Atualmente a espécie tem sido
utilizada em estudos de efeito toéxicos de metais, herbicidas e derivados do petréleo (
ZIMMER et al., 2012; MACHADO et al., 2013.).

Figura 11. Imagem ilustrativa da espécie Poecilia vivipara
(http://farmb5.staticflickr.com/4075/4735063842_a2cab5ea55_n.jpQg)
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Sabendo que a atrazina é um dos herbicidas mais utilizados na
agricultura e tem sido encontrado tento em aguas doces como em aguas
salobras (estuarios) e que esse composto apresenta efeitos toxicos nas
branquias de peixes, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial
toxicolégico da atrazina nas branquias de Poecillia vivipara aclimatadas a
guatro salinidades (25%o, 16%o, 8%0 € agua doce) utilizando biomarcadores

morfolégicos e bioquimicos.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar as respostas da capacidade antioxidadente em branquias de P.
vivipara expostos a atrazina, durante 96 h, em quatro diferentes salinidades
de aclimatacao e se ha producéo de peroxidacao lipidica.

e Avaliar os efeitos na osmorregulacédo determinando a atividade da enzima
NKA, AC, V-HA, morfologia e densidade das CRMs nas branquias de P.
vivipara expostos a atrazina, durante 96 h, em quatro diferentes salinidades
de aclimatacao.

e Avaliar, através de andlises histopatolégicas as branquias de P. vivipara
expostos a atrazina, durante 96 h, em quatro diferentes salinidades de
aclimatacéo.

e Avaliar o potencial toxicologico da atrazina sobre a densidade
e morfologia das CM em branquiais de P. vivipara expostos a
atrazina, durante 96 h, em quatro diferentes salinidades de

aclimatacdao.
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3. HIPOTESES

Baseado no fato de que a salinidade interfere na respostas de alguns
biomarcadores, a primeira hipotese desse trabalho é que aclimatacdo a
diferentes salinidade ira modular as respostas dos biomarcadores estudados,
inclusive a resposta dos mesmo frente a exposi¢cao ao atrazina.

Quando algum animal é submetido a condicOes diferentes do seu
habitat natural o organismo necessita realizar ajustes fisiolégicos para que
consiga sobreviver nessa nova condicdo. Entretanto quando o animal esti
nessa situacdo e ainda € exposto a um xenobiotico pode haver efeito
sinérgico uma vez que xenobioticos podem levar a uma desregulacéo
fisiolégica. Sendo assim a segunda hip6tese desse trabalho € que a
aclimatacdo a salinidade mais discrepante do seu habitat natural (Agua doce)

torna o animal mais suscetiveis a efeitos danosos causado pela atrazina.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Exemplares adultos de Poecillia vivipara, [Massa corporea (CM) = 0,90 + 0,32
g e comprimento total (Ct) = 4,03 £ 0,49 cm (n=420)] foram capturados em agua
salgada (25%0) na Barra da Lagoa em Floriandpolis, SC. Os animais foram
transportados para o Laboratério de Defesas Celulares (LABDEF) do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Santa Catarina, onde ficaram 48
horas antes de serem aleatoriamente divididos em quatro grupos: Grupo 1 -
permaneceu em agua salgada (AM), Grupo 2- foi transferido para aclimatacdo a
salinidade 16 %o (AS-16), Grupo 3 - foi transferido para aclimatagéo a salinidade 8 %o
(AS-8) e Grupo 4- foi transferido para aclimatacdo a agua doce (0%.) (AD). A
transferéncia as diferentes salinidades ocorreu através da diminuicdo da salinidade
em 5% a cada 48 horas, apds atingir a salinidade desejada os animais foram
mantidos por mais 5 dias nessa salinidade antes de serem expostos a atrazina.
Durante todo o periodo de aclimatagdo os animais foram mantidos a 25°C,
fotoperiodo de 12C:12E, aeracdo constante e alimentacdo diaria com racdo Tetra

Marine Saltwater Flakes (Tetra Importadora Ltda) ad libitum.
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4.2. Delineamento Experimental (exposicdo a atrazina)

Apés a aclimatacdo a cada salinidade, os peixes de cada grupo foram
divididos aleatoriamente em outros 5 grupos e foram colocados em aquarios de 18
L. Cada grupo de peixes (n = 21) foi mantido 96 horas em sistema semi-estatico com
renovacdo de 80% da agua a cada 24 horas. Os seguintes grupos foram
constituidos: grupos controles (C) de aclimatacdo (AM, AS-16, AS-8, AD) que foram
mantidos sem contaminacg&o pelo composto e sem a presenca do diluente (acetona),
grupos controles sem o contaminante, mas com a presenca do solvente (acetona) (C
solv) e os demais grupos foram expostos a atrazina (Sigma, CAS n°: 1912-24-9) nas
seguintes concentragdes: 2 ug L' (maxima permitida na agua pela resolucédo
CONAMA 357/2005), 10 pg L (aproximadamente a concentracdo intermediaria da
aplicada na agricultura) e 100 pg L (concentracdo extrapolada para se observar
efeito).

As concentracbes de atrazina foram obtidas de uma solucdo estoque
preparada em acetona a 10 mg mL* segundo descrito por (FORTIN et al., 2008).
Durante todo o periodo de exposi¢cdo os animais foram mantidos a 25°C, fotoperiodo

de 12C:12E, aerac¢ao constante e ndo foram alimentados.

4.3. Coletadas amostras

No final do periodo de 96 horas, os peixes foram medidos, tiveram as massas
determinadas e imediatamente sacrificados por sec¢cdo medular. Posteriormente, as
branquias foram cuidadosamente removidas e lavadas em solucdo de salina
fisiologica (NaCl 0,9%), os arcos branquiais foram separados e amostras foram
fixadas, por 24 h, em solucdo de glutaraldeido (GTA) 2,5% em tampéao fosfato de
sédio 0,1 M (pH 7,3) para andlises histopatoldgicas e de microscopia eletrénica de
varredura. Outra parte das amostras foi congelada a -80°C para determinagdes

bioguimicas.
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4.4. Anélises Bioquimicas

4.4.1. Preparacao das amostras

Para determinar a atividade da AC, os filamentos branquiais foram
homogeneizados mecanicamente e posteriormente por ultrassom (Quimis - Q335D)
em uma proporcdo de 1:19 (massa:volume) em meio de reacado frio (225 mM de
manitol, 75 mM de sacarose, 10 mM de Tris-fosfato, pH 7,4). Os homogeneizados
foram centrifugados (10.000 g; 4°C; 20 min) em microtubos de plastico utilizando
centrifuga refrigerada (VS-15000CFNII). O sobrenadante foi utilizado como fonte de
enzimas e para a determinac&o da concentracdo de proteina total.

Para determinar a atividade da NKA e V-HA, filamentos branquias foram
homogeneizados mecanicamente e posteriormente por ultrassom (Quimis - Q335D)
em uma proporcao de 1:10 (massa:volume) com uma solucdo tampéao contendo 150
mM de sacarose, 50 mM de imidazol, 10 mM de EDTA e 0,5% de sodium
deoxycholate). Os homogeneizados foram centrifugados (4.000 RPM; 4°C; 7 min)
em microtubos de pléstico utilizando centrifuga refrigerada (VS-15000CFNIl). O
sobrenadante foi utilizado como fonte de enzimas e para a determinacdo da
concentracdo de proteina total. Em seguida, as amostras foram diluidas em tampéao
de homogeneizacgéo para padronizar a concentragéo de proteina (6,5 mg mL™?).

Para as andlises da capacidade antioxidante total contra radicais peroxil
(ACAP) e da atividade da glutationa-s-transferase (GST), filamentos branquias foram
homogeneizados mecanicamente e posteriormente por ultrassom (Quimis - Q335D)
em uma proporcado de 1:19 (massa:volume) com uma solugcéao tampé&o contendo 100
mM de Tris-HCI, 2 mM de EDTA dissddico, 5 mM de MgCl2.6H20 e 1 mM de PMSF.
Os homogeneizados foram centrifugados (10.000 g; 4°C; 20 min) em microtubos de
plastico utilizando centrifuga refrigerada (VS-15000CFNII). O sobrenadante foi
utilizado como fonte de compostos antioxidantes (enzimaticos e ndo enzimaticos) e
para a determinacao dos niveis de proteinas totais. Em seguida, as amostras foram
diluidas em tampé&o de homogeneizacédo para padronizar a concentracdo de proteina
(2,5 mg mL1) para a analise da ACAP.

Para a determinagdo da peroxidacéo lipidica (LPO), as amostras de figado e

branquias foram pesadas e homogeneizadas mecanicamente e posteriormente por
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ultrassom (Quimis - Q335D) na propor¢édo de 1:11 (massa:volume) com uma solugao

tampao de homogeneizagéo contendo KCl a 1,15% e 35 uM de BHT.

4.4.2. Determinacdo da concentracdo de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais nos homogeneizados foi determinado
através do método do biureto, utilizando-se um kit comercial de reagentes (Doles
LTDA, Goiania, GO, Brasil) seguindo as instrucbes do fabricante. A leitura foi
realizada utilizando uma leitora de microplaca (Spectramax M5, Molecular devices) a
550nm.

A concentracao de proteinas totais foi utilizada posteriormente para o calculo
final de cada andlise e a curva padrao foi realizada de através da diluicdo do padréo
fornecido pelo kit.

4.4.3. Determinacao da atividade das enzimas NKA, V-HA e AC

A atividade branquial da NKA e da V-HA foram determinadas seguindo a
metodologia de KULTZ; SOMERO, (1995) adaptada para microplaca, que é baseada
no acoplamento equimolar da atividade da ATPase de piruvato quinase e lactato
desidrogenase. A atividade adquirida pela da taxa de controle (sem inibidor) menos
taxa com inibidor (oubaina para a quantificacdo da NKA e N-etimaleimida (NEM)
para V-HA, medida a 340 nm utilizando uma leitora cinética de microplaca
(Spectramax M5, molecular devices). A atividade foi expressa por uM de ATP hora™

mg de proteina.

A atividade branquial da AC foi determinada segundo o protocolo descrito por
VITALE et al., (1999). Resumidamente, a atividade da AC foi determinada pela
adicao de 7,5 mL de meio de reacdo em 0,05 mL de homogeneizado de tecido e 1
mL de CO: saturada com agua destilada a 2,5°C. A variacao de pH foi medido ao
longo de 20 s utilizando um medidor de pH (3510 Jenway, UK). A atividade da AC foi
determinada pela razéo entre os declives de regressoes lineares das reagcdes néao-

catalisadas (branco) e catalisadas e foi expressa em U mg de proteina.
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4.4.4. Andlises relacionadas ao estresse oxidativo

A capacidade antioxidante total (ACAP) foi determinada seguindo a
metodologia descrita por AMADO et al., (2009) que se baseia na detecgdo de EROS
por fluorometria (emissdo: 485 nm; excitacdo: 525 nm), com o uso de 2°,7°
diclorofluresceina (H.DCF-DA) como substrato, e a geracdo de radicais peroxil nos
tecidos analisados por decomposi¢cédo térmica a 35°C do composto 2,2'-azobis (2
metilpropionamidina) (ABAP). A capacidade total de absorbancia dos peroxiradicais
€ acompanhada pelo sinal de fluorescéncia emitido pela reacéo entre as EROs e o
H2DCF-DA. A leitura foi realizada em leitora de microplacas (Spectramax M5,
Molecular Devices) com a temperatura fixada a 37°C durante 30 mim em intervalos
de 5 min. A ACAP foi entdo determinada pela diferenca na area das EROs com e
sem ABAP, relativa a fluorescéncia observada sem ABAP, sendo os dados

apresentados pelo logaritmo neperiano do coeficiente de um sobre a area relativa.

A atividade da GST foi determinada utilizando o método espectrofotométrico
descrito por HABIG; JAKOBY, (1981), adaptado para microplaca. A aliquota ja
preparada foi adicionada em pocos da microplaca apés foi adicionado meio de
reacdo contendo 1 mM de CDNB, 0,1mM de tampéo fosfato e 1 mM de GSH e pH
7,00. A leitura foi realizada durante 4 minutos em intervalos de 21 segundos em
leitora de microplaca (Spectramax M5, Molecular Devices) a 340 nm. A atividade
enzimatica especifica foi expressa em nM de CDNB mg de proteina* min-t.

Para a determinacdo dos niveis de LPO foi utilizado o método de TBARS
descrito por OAKES; VAN DER KRAAK, (2003), que se baseia na reacdo do
malondialdeido (MDA), um composto formado pela oxidacdo de lipidios, com acido
tiobarbitarico (TBA), sobcondi¢cGes de alta temperatura e acidez. Esta reacéo gera o
tetrametoxipropano (TMP), um cromégeno que pode ser medido por
espectrofluorometria (emissdo: 553 nm; excitagdo: 515 nm). A concentracdo de
peroxidos lipidicos é expressa como nmol de TMP g peso Umido™?. A curva padréo

foi feita utilizando o reagente 1,1,3,3-tetramethoxypropane (sigma).
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4.5. Procedimentos histolégicos
4.5.1. Analises histopatologicas

Apos a fixacdo as amostras foram desidratadas em bateria crescente de
etanol (70-95%) por 1 hora cada e, em seguida, embebidas em etanol 95% +
historesina pura (Leica, Alemanha) durante 4 horas. Posteriormente, as amostras
ficaram durante a noite em historesina pura para posterior inclusdo. Apés incluséo,
cortes histologicos foram confeccionados longitudinalmente a 3 ym em micrétomo
(Micron HM 360), corados com azul de Toluidina e utilizados para analises
histopatoldgicas. As laminas foram finalizadas utilizando Entellan. A ocorréncia de
alteracdes histopatolégicas nas branquias foram avaliadas semi-quantitativamente
da seguinte forma:

A)  Caélculo do indice de Alteracdo Histologica (IAH):

O IAH foi calculado de acordo com a frequéncia e severidade de cada
alteracéo histoldgica (lesdo). As lesdes foram classificadas em estagios progressivos
guanto ao comprometimento da funcao tecidual (Tabela 1), segundo POLEKSIC;
MITROVIC-TUTUNDZIK, (1994) e modificada por CERQUEIRA; FERNANDES,
(2002). Esses dados foram utilizados para os célculos de IAH através da seguinte
formula:

IAH =102/ +10". =/ + 102 /I
Eq. 10
Onde a = alteracfes de estagio |, b = altera¢gBes de estagio Il e ¢ = alteracdes
de estagio Il e 10° 10! e 10? sdo fatores para o célculo do IAH, segundo a

severidade da lesao.

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

As laminas foram analisadas com o software Image-pro Plus 6.0 em

microscoépio de luz Olympus BX51 (Olympus, Denmark).
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Tabela 1. Classificacdo das alteracdes histopatoldgicas quanto aos estagios de
comprometimento funcional da branquia.

Estagios
I I 1l
Hipertrofia do epitélio lamelar ~ Fusao total das lamelas Necrose
Hiperplasia do epitélio lamelar Aneurisma
Congestéo vascular Ruptura epitelial
Dilatacao do sistema de células
pilares

Descolamento epitelial
Constricao do sistema de células
pilares
Proliferacédo de CRM
Proliferacédo de CM
Fusao parcial das lamelas
Edema

4.5.2. Determinacado da densidade e area fracional das CRMs e CMs

Amostras de branquia fixadas em glutaraldeido a 2,5% em 0,1 M de tampé&o
fosfato de pH 7,3 foram lavadas com o mesmo tampao, em seguida foi adicionado
16% de glicerol e foram submetidas a ultrassom para remo¢ao do muco em seguida
foram seriadamente desidratados em acetona até acetona absoluta, e em seguidas
foram secas em aparelho de ponto critico (Leica EM CPD030). Apds secarem foram
coladas em um suporte de aluminio, revestida com ouro (99%, Degusa, Brasil) em
FCD Sputtering 004 (Bauser, Alemanha) e observadas utilizando um microscopio
eletrénico de varredura (MEV FEI Quanta 250). As imagens digitais foram usadas
para analisar a superficie celular branquial. A area da superficie apical da CRM
(AFCRM) e CM (AFCM) e a densidade de CRM (CRMden) e CM (CMden) em
contato com o meio externo foi determinada utilizando imagens digitais da superficie
epitelial aproximadamente na base da lamela na regido interior do filamento
ampliada 8000 x (10 campos nado continuos/filamento/amostra). A superficie apical
das CRMs e CMs foi determinada pelo tracado dos perimetros apicais de todas as
CRMs (célula inteira e parte da célula) de uma imagem digital por computador de
triagem calibrado utilizando o software Image-pro Plus 6.0, como descrito por
BINDON et al., (1994):



RESULTADOS

AFCRM = Z CRM apical area/area da imagem digital Eq. 11
CRMden = AFCRM/média da area apical das CRM Eq. 12
AFCM = % CMapical area/area da imagem digital Eq. 13
CMden = AFCM/média da &rea apical das CM Eq. 14

A AFCRM e o AFCM foram apresentadas em porcentagem (%) da area de
superficie do filamento e os dados de CRMden e CMden foram apresentados em
nimero de CRM/mm2 e nimero de CM/mm?. Os valores médios para cada peixe
foram calculados e estes valores foram utilizados para determinar a média de cada

condicdo experimental.

4.6. Tratamento estatistico

Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo. Para cada
parametro analisado foi feita uma analise de variancia de duas vias (ANOVA two
way) sendo um fator a variagcdo de salinidade e o segundo fator a concentragéo de
atrazina. Em seguida foi realizado o teste a posteriori de Holm-Sidak (paramétrico)
para os dados que passaram no teste de normalidade e homogeneidade de
variancia de Kolmogorov-Smirnov. Para os dados que ndo passaram nos
pressuposto de normalidade e variancia (IAH) foi utilizado o teste de Kruskal Wallis
(ndo paramétrico) a fim de comparar as diferentes salinidades de aclimatacdo no
grupo controle e os diferentes tratamentos de atrazina em relacdo ao controle na
mesma salinidade de aclimatacdo. O nivel de significancia foi de 5% (p < 0,05). Para
a analise estatistica dos dados utilizou-se o software Sigma Stat V3.5 para as
andlises paramétricas e o software STATISTICA verséo 7.0 (StatSoft, EUA) para as

andlises ndo-paramétricas.
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5.1. Mortalidade

RESULTADOS

N&o houve mortalidade ao longo de todos os experimentos.

5.2. pHdaagua

O pH da agua teve uma diminuicdo conforme a salinidade foi diminuindo

(Tabela 2). Nos diferentes tratamentos com atrazina ha mesma salinidade

0 pH da agua néo teve variacdes significativas (Tabela 2).

Tabela 2. Variagcédo do pH da 4gua nos diferentes tratamentos

Tratamento  Salinidade 25 Salinidade 16 Salinidade 8 Salinidade O
Média D.P. Média D.P. Média D.P. Média D.P.
C 8,05 0,212 7,725 0,035 7,475 0,106 6,95 0,212
CSolv 7,85 0,211 7,815 0,035 7,575 0,106 6,7 0,070
2 ug/L 7,9 0,144 7,85 0,070 7,525 0,035 6,85 0,070
10 pg/L 8 0,145 7,81 0,056 7,485 0,077 6,885 0,120
100 pg/L 7,85 0,213 7,865 0,091 7,505 0,134 6,815 0,035

5.3.  Enzimas de regulacéao iénica

A NKA apresentou um aumento da atividade conforme a aclimatagdo em

aguas menos salinas tendo sua maior atividade expressa na agua doce (Figura 12).

Nos grupos expostos a atrazina houve uma inibicdo da NKA em relac&o ao controle

de todos os grupos expostos a atrazina nos grupos aclimatados a AS-16 e AS-8. Ja

nos animais aclimatados a AM e a AD houve um aumento da atividade da NKA

comparado ao controle em todos os grupos expostos a atrazina (Figura 12).
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Figura 12. Atividade da Na*/K* ATPase (UM ATP.mg prott.h!) em branquias de P.
vivipara. AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 = Animais aclimatados a
salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e AD = animais
aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as diferentes
aclimatagcdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco indica diferenca em relacdo ao
controle na mesma agua de aclimatacao (P<0,05). Dados apresentados em média +
D.P. (n=7).

A V-HA aumentou a atividade nos animais aclimatados a AD (Figura 13). Nos
grupos expostos a atrazina houve um aumento da atividade da V-HA em relagédo ao
controle em todas as concentracfes de exposicdo a atrazina e nas diferentes
salinidades de aclimatacdo com excecédo do grupo exposto a 100 pg.L* aclimatados
a AS-8 (Figura 13).
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Figura 13. Atividade da V-H*-ATPase (UM ATP.mg prot?*.h'') em branquias de P.
vivipara. AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 = Animais aclimatados a

salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e AD = animais
aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as diferentes
aclimatacdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco indica diferenca em relacdo ao
controle na mesma agua de aclimatacao (P<0,05). Dados apresentados em média +

D.P. (n=7).

A AC diminuiu a atividade nos animais aclimatados a AD (Figura 14). Nos
grupos expostos a atrazina houve uma inibicdo da atividade da AC em relacdo ao
controle em todos 0s animais expostos a atrazina nos grupos aclimatados as AM,
AS-16 AS-8. No grupo aclimatados a AD e exposto a atrazina, a AC foi inibida em

relacdo ao controle somente nos animais exposto a 10 ug.L? (Figura 14).
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Figura 14. Atividade da anidrase carbbnica (U.mg prot!) em branquias de P.
vivipara. AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 = Animais aclimatados a
salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e AD = animais
aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as diferentes
aclimatacdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco indica diferenca em relacédo ao
controle na mesma agua de aclimatacéo (P<0,05). Dados apresentados em média +
D.P. (n=7).

5.4. Células ricas em mitocondria (CRMs)

As CRMs aumentaram a densidade e a éarea fracional quando os animais
foram aclimatados a AD (Figuras 15, 16 e 17). Nos grupos expostos a atrazina, de
maneira geral, a atrazina diminuiu a densidade de CRM assim como a éarea fracional
nas diferentes salinidades de aclimatagbes quando comparado com o respectivo
controle (Figura 15).

A AFCRM dos animais aclimatados a AM diminuiu nos animais expostos a 10
1g.L* comparado com o controle (Figura 15 e 18). Nos animais aclimatados a AS-16
a diminuicdo da AFCRM em relagdo ao grupo controles ocorreu nos 3 grupos de
exposicao a atrazina (Figura 15 e 19). Animais aclimatados a AS-8 a diminuicdo da
AFCRM em relagdo ao controle ocorreu apenas no grupo exposto a 100 pg.L?
(Figura 15 e 20) enquanto que nos animais aclimatados a AD, a AFCRM diminuiu
nos animais expostos a 2 pug.L e 10 pg.L* (Figura 15 e 21).

A densidade de CRM nos animais aclimatados a AM foi menor em relacédo ao

controle nos grupos de animais expostos as trés diferentes concentracdes de
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atrazina (Figura 16 e 18). Nos animais aclimatados a AS-16, a CRMden foi menor
em relacéo ao controle somente nos grupos de animais expostos a 10 pg.L? (Figura
16 e 19). Nos animais aclimatados a AS-8, a CRMden foi menor somente nos
animais expostos a concentracdo mais baixa de atrazina (2 pg.L?) (Figura 16 e 20).
J& os animais aclimatados a AD, a CRMden apresentaram um perfil de diminui¢céo
dose depende, ocorrendo a menor diminuicdo da densidade no grupo exposto a

maior concentracdo de atrazina (100 pg.L?) (Figura 16 e 21).
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Figura 15. Area fracional das células ricas em mitocondria (AFCRM) (%) de
branquias de P. vivipara. AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 =
Animais aclimatados a salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e
AD = animais aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as
diferentes aclimatagdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco indica diferenca em
relagdo ao controle na mesma agua de aclimatacéo (P<0,05). Dados apresentados
em meédia £ D.P. (n=7).
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Figura 16. Densidade das células ricas em mitocondria (CRMden) (n° células/mm?)
de branquias de P. vivipara. AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 =
Animais aclimatados a salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e
AD = animais aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as
diferentes aclimatacdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco indica diferenca em
relacdo ao controle na mesma agua de aclimatacédo (P<0,05). Dados apresentados
em média £ D.P. (n=7).
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Figura 17. Fotomicrografia de microscopia eletrdnica de varredura do epitélio
branquial de Poecilia vivipara aclimatados a diferente salinidades. (A) animais
aclimatados a salinidade 24 (AM). (B) animais aclimatados a salinidade 16 (AS-16).
(C) animais aclimatados a salinidade 8 (AS-8). (D) animais aclimatados a agua doce
(AD). Setas indicam as CRMs, note as diferengas na densidade e morfologia da
superficie apical. Barra de escala = 10 pum.
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Figura 18. Fotomicrografia de microscopia eletrdnica de varredura do epitélio
branquial de Poecilia vivipara aclimatados a salinidade 24 (AM) e expostos a
diferentes concentracdes de atrazina durante 96 horas. (A) animais controle (ndo
expostos a atrazina). (B) animais expostos as 2 pg.L?! de atrazina na agua. (C)
animais expostos as 10 ug.L! de atrazina na agua. (D) animais expostos as 100
Hg.L? de atrazina na agua. Setas indicam as CRMs, note as diferencas na
densidade e morfologia da superficie apical. Barra de escala = 10 um.
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Figura 19. Fotomicrografia de microscopia eletrdnica de varredura do epitélio
branquial de Poecilia vivipara aclimatados a salinidade 16 (AS-16) e expostos a
diferentes concentracdes de atrazina durante 96 horas. (A) animais controle (ndo
expostos a atrazina). (B) animais expostos as 2 pg.L? de atrazina na agua. (C)
animais expostos as 10 pg.L! de atrazina na agua. (D) animais expostos as 100
Hg.L? de atrazina na agua. Setas indicam as CRMs, note as diferencas na
densidade e morfologia da superficie apical. Barra de escala = 10 um.
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Figura 20. Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura do epitélio
branquial de Poecilia vivipara aclimatados a salinidade 8 (AS-8) e expostos a
diferentes concentracbes de atrazina durante 96 horas. (A) animais controle (néo
expostos a atrazina). (B) animais expostos as 2 pg.L* de atrazina na agua. (C)
animais expostos as 10 ug.L* de atrazina na agua. (D) animais expostos as 100
hug.L? de atrazina na Agua. Setas indicam as CRMs, note as diferencas na
densidade e morfologia da superficie apical. Barra de escala = 10 um.
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Figura 21. Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura do epitélio
branquial de Poecilia vivipara aclimatados a agua doce (AD) e expostos a diferentes
concentragcbes de atrazina durante 96 horas. (A) animais controle (ndo expostos a
atrazina). (B) animais expostos as 2 pg.L!' de atrazina na agua. (C) animais
expostos as 10 pg.L? de atrazina na agua. (D) animais expostos as 100 pg.L?! de
atrazina na agua. Setas indicam as CRMs, note as diferencas na densidade e
morfologia da superficie apical. Barra de escala = 10 um.
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5.5. Estresse oxidativo

A ACAP foi mais alta nos animais aclimatados a AS-16 e foi diminuindo
conforme a diminuicdo da salinidade, sendo que os animais aclimatados a AD
possui um ACAP igual aos aclimatados a AM (Figura 22).

A atrazina apresentou um efeito diferente conforme a aclimatacdo que animal
passou. Animais aclimatados a AM quando expostos a 2 pg.Lt aumentou a ACAP,
mas esse aumento nao foi observado nos grupos expostos a concentragdes mais
elevadas (Figura 22). Animais aclimatados a AS-16 apresentaram uma diminui¢cao
da ACAP com um perfil dose-dependente atingindo o menor valor no grupo de
animais exposto a 100 ug.L! (Figura 22). Os animais aclimatados a AS-8
apresentaram uma diminuicdo da ACAP nos grupos expostos a 2 ug.L*e 10 ug.L* e
niveis iguais ao controle no grupos exposto a 100 pg.L? (Figura 22). JA& os animais
aclimatados a AD ndo apresentaram diferencas em relacdo o grupo controle e os

grupos expostos a atrazina (Figura 22).
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Figura 22. Capacidade antioxidante contra radicais peroxil (ACAP) (In(1l/area
relativa)) em branquias de P. vivipara. AM = Animais aclimatados a salinidade 24;
AS-16 = Animais aclimatados a salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a
salinidade 8 e AD = animais aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam
diferenca entre as diferentes aclimatagdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco
indica diferenca em relacdo ao controle ha mesma agua de aclimatacao (P<0,05).
Dados apresentados em média + D.P. (n=7).

A GST teve um aumento de atividade quando o animal foi aclimatado em

agua menos salinas (Figura 23). Nos grupos aclimatados as maiores salinidades
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(AM e AS-16) a atrazina de maneira geral diminuiu a atividade da GST, sendo que
nos animais aclimatados a AM essa diminuicdo ocorreu nos animais expostos a 10
Hg.Lte 100 pg.L? e nos animais aclimatados a AS-16 essa diminuicdo sé ocorreu
nos animais expostos a 10 pg.L* (Figura 23).

Entretanto nos animais aclimatados as menores salinidades (AS-8 e AD) a
atrazina de maneira geral aumentou a atividade da GST, sendo que nos animais
aclimatados a AS-8 esse aumento ocorreu nas trés diferentes concentracdes de

exposi¢do e nos animais aclimatados a AD esse aumento so6 foi observado no grupo

de animais expostos a 100 pg.L* (Figura 23).
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Figura 23. Atividade da glutationa-s-transferase (nM CDNB.mg prot*.mim?) em
branquias de P. vivipara. AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 =
Animais aclimatados a salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e
AD = animais aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as
diferentes aclimata¢gdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco indica diferenca em
relacdo ao controle na mesma agua de aclimatacédo (P<0,05). Dados apresentados

em média £ D.P. (n=7).
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A concentracdo de LPO foi menor nos animais aclimatados a AM e a AS-8
tendo um aumento nos animais aclimatados a AS-16. (Figura 24).

Nos grupos aclimatados a AM e AS-16 ndo houve alteracdo dos niveis de
LPO apls exposicdo a atrazina quando comparado com o respectivo controle
(Figura 24). Entretanto nos animais aclimatados a AS-8 e AD, a exposi¢cao a atrazina
aumentou os niveis de LPO quando comparado com o controle, sendo que nos
animais aclimatados a AS-8 esse aumento ocorreu nos grupos de animais expostos
a 10 pg.Lte 100 pg.L? e nos animais aclimatados a AD esse aumento foi observado

nos trés grupo de animais expostos a atrazina (Figura 24).
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Figura 24. Peroxidacdo lipidica (LPO) (nM TMP.mg peso Umido') em branquias de
P. vivipara. AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 = Animais aclimatados
a salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e AD = animais
aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as diferentes
aclimatacdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco indica diferenca em relacado ao
controle na mesma agua de aclimatacao (P<0,05). Dados apresentados em média +
D.P. (n=7).

5.6. Histopatologia de branquias

A estrutura normal do epitélio lamelar de P. vivipara esta representada pela
figura 26 A, onde se nota uma fina camada de revestimento formada pelas células
pavimentosas (CPVs). As principais patologias encontradas em branquias de P.
vivipara estédo apresentadas na figura 26 de B a I. As patologias encontradas foram

hipertrofia do epitélio lamelar, hiperplasia do epitélio lamelar, descolamento epitelial,
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proliferacdo de células mucosas, proliferacdo de CRM, constricdo do sistema de
células pilares, congestdo vascular, dilatacdo do sistema de células pilares, fusédo
lamelar e aneurisma (Tabela 3, 4, 5 e 6).

A frequéncia de lesbes nédo difere muito entre as salinidades e os grupos
expostos a atrazina, 0 mais marcante é o aumento na frequéncia de hipertrofia do
epitélio lamelar nos animais aclimatados a AM e expostos a 100 pg.Lt. As
alteracOes histopatologicas mais encontradas em todos 0s grupos séo classificadas
como estéagio |

O IAH nao apresentou diferencas em nenhum grupo aclimatado a diferentes
aguas assim como nédo apresentou diferencas nos animais expostos a atrazina em
relacdo ao controle e o valor do IAH ficou abaixo de 10 indicando danos leves que

ndo prejudicam o funcionamento do érgéo.
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Figura 25. indice de alteracdes histopatoldgicas (IAH) em branquias de P. vivipara.
AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 = Animais aclimatados a
salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e AD = animais
aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as diferentes
aclimatacdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco indica diferenca em relacdo ao
controle na mesma agua de aclimatacao (P<0,05). Dados apresentados em média +
D.P. (n=7).
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Tabela 3. Frequéncia de alteracdes histopatoldgicas encontradas nas branquias de
P. vivipara aclimatadas a salinidade 24 (AM) e expostos a atrazina em diferentes
concentracdes por 96 horas.

Atrazina (ug.L™?)

Alteracao Estagio
C Csolv 2 10 100
Hipertrofia do epitélio lamelar I + +
Hiperplasia do epitélio lamelar I 0+ 0+ 0+ O+ 0+
Descolamento epitelial I 0+ 0+ 0+ O+ 0+
Dilatacao do sistema de células I + 4 + +
pilares
Constricao do sistema de células I 0+ 0 0+ O+ 0
pilares
Prollfera(;ao_de E:elu!as ricas em I 0+ o+ 0 O+ 0+
mitocondria

Proliferacdo de células mucosas I + + ++ ++ +
Congestéao vascular I 0+ 0+ 0+ O+ +
P FUSdo dasiamelas I o+ 0 0 0 0+
o Aneurismal? R 0 o+ 0 0 o0+
0 = ausente; 0+ = presente; + = pouco frequente; ++ = frequente; +++ = muito
frequente

Tabela 4. Frequéncia de alteracdes histopatoldgicas encontradas nas branquias de
P. vivipara aclimatados a salinidade 16 (AS-16) e expostos a atrazina em diferentes
concentragdes por 96 horas.

Atrazina (ug.L™?)

Alteracéo Estagio
C Csolv 2 10 100
Hipertrofia do epitélio lamelar | + o+ + + +
Hiperplasia do epitélio lamelar | 0+ o+ O+ O 0
Descolamento epitelial | 0+ 0+ 0+ O+ +
Dilatacdo do sistema de células 0 0+ 0 0o+ 0+
pilares I
Constricdo do sistema de células 0 0+ 0 0 0+
pilares I
Prollfera(;ao_de E:elul_as ricas em 0+ 0+ O+ O+ 0+
mitocondria I
Proliferacdo de células mucosas | 0+ 0+ 0 O+ 0+
Congestéao vascular | 0 0 0O O 0

0 0 0O O 0

0 = ausente; 0+ = presente; + = pouco frequente; ++ = frequente; +++ = muito
frequente
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Tabela 5. Frequéncia de alteracdes histopatoldgicas encontradas nas branquias de
P. vivipara aclimatados a salinidade 8 (AS-8) e expostos a atrazina em diferentes
concentragdes por 96 horas.

Atrazina (ug.L™?)

Alteracao Estagio
C Csolv 2 10 100
Hipertrofia do epitélio lamelar | + ++ + + +
Hiperplasia do epitélio lamelar | 0+ 0+ 0+ O 0+
Descolamento epitelial | 0+ 0+ 0+ O+ 0+

Dilatacao do sistema de células 0+ 0+ 0+ + 0

pilares I
Constricdo do sistema de células 0+ 0+ 0+ O+ 0+
pilares I
Prollfera(;ao_de E;elul_as ricas em 0+ 0+ 0+ O+ 4
mitocondria I
Proliferacdo de células mucosas | 0+ + o+ + 0+
Congestéao vascular I 0+ 0 0+ O+ 0

0 = ausente; 0+ = presente; + = pouco frequente; ++ = frequente; +++ = muito
frequente.

Tabela 6. Frequéncia de alteragOes histopatologicas encontradas nas branquias de
P. vivipara aclimatados a agua doce (AD) e expostos a atrazina em diferentes
concentragdes por 96 horas.

Atrazina (ug.L™?)

Alteracao Estagio
C Csolv 2 10 100
Hipertrofia do epitélio lamelar | + + + 4+ +
Hiperplasia do epitélio lamelar | 0+ 0 0+ O+ 0+
Descolamento epitelial I 0+ 0+ + + 0+
Dilatacdo do sistema de células 0+ 0+ 0+ O 0+
pilares I
Constricao do sistema de células 0+ 0 0+ O+ 0+
pilares I
Prollferagao_de E:elul_as ricas em 0+ 0+ 4+ + +
mitocondria I
Proliferacdo de células mucosas | 0+ 0+ 0+ O+ 0+
Congestéao vascular I 0 0+ 0 0 0

0 = ausente; 0+ = presente; + = pouco frequente; ++ = frequente; +++ = muito
frequente.
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Figura 26. Fotomicrografia ilustrando as hlstopatologlas mals encontradas em
branquias de P. vivipara aclimatados a diferentes 4guas e expostos a diferentes
concentracbes de atrazina. (A) Estrutura branquial normal indicando suas
respectivas estruturas. (B) Hiperplasia do epitélio lamelar (setas). (C) Descolamento
epitelial (setas). (D) Proliferacdo de células mucosas (setas pretas); hipertrofia do
epitélio lamelas (setas vermelhas). (E) Proliferacédo de células ricas em mitocondrias
(setas). (F) Congestédo vascular (setas). (G) Contricdo do sistema de células pilares
(setas). (H) Dilatacdo do sistema de células pilares (setas pretas); fusdo lamelas
(setas vermelhas). (I) Aneurisma (seta). CPi = células pilares; CPV = células
pavimentosas; CRM = célula rica em mitocondria; SVC = seio venoso central;, F=
filamento; L = lamela. Coloracao: Azul de Toluidina. Barra de escala: 20 um.

5.7. Células mucosas

A érea fracional das células mucosas foi maior nos animais aclimatados a AS-
8 e menor nos animais aclimatados a AD (Figura 27 e 29). A densidade de CM foi
maior nos animais aclimatados a AM, diminuiu no grupo AS-16, aumentou no grupo
AS-8 e diminuiu nos animais aclimados a AD (Figura 28 e 29).

A atrazina apresentou efeitos diferentes para cada salinidade aclimatacéo

tanto para a area fracional como para a densidade de CMs. A atrazina diminuiu a
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AFCM nos animais aclimatados a AM e expostos a 2 pg.Lte 100 pg.L* (Figura 27 e
30). Os animais aclimatados a AS-16 e AS-8 expostos a atrazina ndo apresentaram
diferencas quando comparado com seu respectivo controle (Figura 27, 31 e 32)
entretanto, os animais aclimatados a AD tiveram um aumento da éarea fracional das
CMs quando exposto a atrazina (Figura 27 e 33).

A densidade das CMs dos animais aclimatados a AM diminuiu quando o
animal esta exposto a 100 pg.L* atrazina (Figura 28 e 30). Nos animais aclimatados
a AS-16 e a AS-8 a atrazina néo alterou a densidade quando comparado com o0s
seus respectivos controles (Figura 28, 31 e 32). Ja4 nos animais aclimatados a AD
observou-se um aumento na densidade em relacdo ao controle nos grupos expostos
a2pug.Lte 100 pg.L 2.
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Figura 27. Area fracional das células mucosas (AFCM) (%) de branquias de P.
vivipara. AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 = Animais aclimatados a
salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e AD = animais
aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as diferentes
aclimatacdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco indica diferenca em relacado ao
controle na mesma agua de aclimatacao (P<0,05). Dados apresentados em média *
D.P. (n=7).
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Figura 28. Densidade das células mucosas (CMden) (n° células/mm?) de branquias
de P. vivipara. AM = Animais aclimatados a salinidade 24; AS-16 = Animais
aclimatados a salinidade 16; AS-8 = animais aclimatados a salinidade 8 e AD =
animais aclimatados a agua doce. Letras diferentes indicam diferenca entre as
diferentes aclimatacdes do grupo controle (P<0,05). Asterisco indica diferenca em
relacdo ao controle na mesma 4gua de aclimatacdo (P<0,05). Dados apresentados
em média £ D.P. (n=7).
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Figura 29. Fotomicrografia de microscopia eletrdnica de varredura do epitélio
branquial de Poecilia vivipara aclimatados a diferentes salinidades. (A) animais
aclimatados a salinidade 24 (AM). (B) animais aclimatados a salindade 16 (AS-16).
(C) animais aclimatados a salinidade 8 (AS-8). (D) animais aclimatados a agua doce
(AD). Setas indicam as CMs, note as diferencas na densidade e morfologia da
superficie apical. Barra de escala = 10 um.
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Figura 30. Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura do epitélio
branquial de Poecilia vivipara aclimatados a salinidade 24 (AM) e expostos a
diferentes concentracbes de atrazina durante 96 horas. (A) animais controle (ndo
expostos a atrazina). (B) animais expostos as 2 ug.L! de atrazina na agua. (C)
animais expostos as 10 pg.L? de atrazina na agua. (D) animais expostos as 100
ug.L! de atrazina na agua. Setas indicam as CMs, note as diferencas na densidade
e morfologia da superficie apical. Barra de escala = 10 pm.
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Figura 31. Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura do epitélio
branquial de Poecilia vivipara aclimatados a salinidade 16 (AS-16) e expostos a
diferentes concentracfes de atrazina durante 96 horas. (A) animais controle (ndo
expostos a atrazina). (B) animais expostos as 2 pg.L! de atrazina na agua. (C)
animais expostos as 10 pg.L? de atrazina na agua. (D) animais expostos as 100
Hg.L de atrazina na agua. Setas indicam as CMs, note as diferencas na densidade
e morfologia da superficie apical. Barra de escala = 10 um.
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Figura 32. Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura do epitélio
branquial de Poecilia vivipara aclimatados a salinidade 8 (AS-8) e expostos a
diferentes concentracbes de atrazina durante 96 horas. (A) animais controle (ndo
expostos a atrazina). (B) animais expostos as 2 pg.L*! de atrazina na agua. (C)
animais expostos as 10 ug.L' de atrazina na agua. (D) animais expostos as 100
ug.L! de atrazina na &gua. Setas indicam as CMs, note as diferencas na densidade
e morfologia da superficie apical. Barra de escala = 10 um.
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Figura 33. Fotomic

branquial de Poecilia vivipara aclimatados a agua doce (AD) e expostos a diferentes
concentragdes de atrazina durante 96 horas. (A) animais controle (ndo expostos a
atrazina). (B) animais expostos as 2 ug.L' de atrazina na agua. (C) animais
expostos as 10 pg.L? de atrazina na agua. (D) animais expostos as 100 pg.L?! de
atrazina na agua. Setas indicam as CMs, note as diferencas na densidade e
morfologia da superficie apical. Barra de escala = 10 um.
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6. DISCUSSAO

6.1. Aclimatacado a diferentes salinidades
A maioria dos teledsteos eurialinos exibe alteragdes fisiologicas e morfologias
para se ajustarem as alteragcbes da salinidade ambiente, o que implica em
alteracbes nas CRMs e atividade das enzimas relacionadas a excrecdo e/ou
absorcdo de ions (MARSHALL et al., 2002; EVANS et al., 2005; HWANG; LEE,
2007).

A NKA é responsavel pelo transporte ativo de Na* e de K* em células
animais e € importante ndo sé para a manutencédo da homeostase intracelular, mas
também para proporcionar uma forca motriz para muitos sistemas de transporte
como nas branquias dos peixes. Em geral, em teledsteos eurialinos, 0s niveis mais
baixos de atividade da NKA tém sido encontrados geralmente em individuos
aclimatados em ambientes cuja salinidade é semelhante aos seus habitats naturais
(JENSEN et al., 1998; FENG et al., 2002; LIN, et al., 2006; HWANG; LEE, 2007;
KANG; LIU, et al.,, 2012; KANG; YANG, et al., 2012). Os resultados deste estudo
revelaram que a atividade da NKA branquial em P. vivipara aumentou com a
diminuicdo da salinidade sendo que a atividade mais alta foi em animais aclimatados
na agua doce, o que corrobora com outros estudos cujos animais foram coletados
em agua do mar e aclimatados a agua doce (BYSTRIANSKY; SCHULTE, 2011,
KANG; LIU et al., 2012).

O aumento na atividade da V-HA em P. vivipara apds aclimatacdo em AD
foram similares aos resultados obtidos por BYSTRIANSKY; SCHULTE, (2011) em
Salmo salar coletados em AM e transferidos para AD. TeleGsteos adaptados a AM
geralmente apresentam uma baixa atividade da V-HA (principalmente para a
excrecdo de 4cido) (EVANS et al., 2005), entretanto quando aclimatado a AD a V-
HA é um importante mecanismo na captacdo de Na* juntamente com a NKA. Além
disso, V-HA tem um papel importante no controle acido-base (PERRY et al., 2003;
PARKS et al., 2007), uma vez que elimina o ion H* do interior da célula para o meio
ambiente. O aumento da V-HA observado em P. vivipara pode estar relacionado néo
apenas a manutencdo dos ajustes iGnicos e osmorregulatorios, mas também ao
equilibrio &cido-base do organismo uma vez que a diminuicdo da salinidade

geralmente esta associada a diminuicdo do pH da agua.
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Estudos relataram a expressao e atividade da AC em peixes aclimatados a
diferentes salinidades, entretanto as respostas dessa enzima quando o organismo é
submetido a variacdo de salinidade é bastante variavel (SCOTT et al., 2005;
ZBANYSZEK; SMITH, 1984; MASHITER; MORGAN, 1975). Em Fundulus
heteroclitus transferidos de agua salobra (salinidade 10 %.) para a agua doce
ocorreu um aumento da expressao da AC,12 horas apés a transferéncia (SCOTT et
al.,, 2005). Nas branquias de Oncorhynchus kisutch a atividade da CA foi
significativamente maior nos peixes aclimatados em AM em comparagao com peixes
de &gua doce (ZBANYSZEK; SMITH, 1984), enquanto que Platichthys flesus néo
apresentaram diferencas significativas nos niveis de AC quando aclimatados em
agua salgada e em agua doce (MASHITER; MORGAN, 1975).

A atividade mais alta da AC em P. vivipara aclimatada a AM e AS pode
estar relacionado a eliminagdo de aménia e regulacdo acido-base uma vez que a AC
possui uma baixa atuacdo nos mecanismos de excrecdo de Na* e Cl'(KULTZ et al.,
1992). No epitélio branquial sdo encontradas diferentes isoformas de AC e novos
modelos experimentais tem sido elaborados para entender melhor o papel da AC na
excrecdo de COgz, regulacdo ibnica e equilibrio acido-base (GILMOUR, 2012). No
presente estudo, era esperado um aumento na atividade da AC branquial de
P.vivipara aclimatados a AD uma vez que a hidratacdo do CO:2 por essa enzima é
fonte de ions para os mecanismos de captacédo de Na* e Cl e que foi observado um
aumento da atividade da NKA e da V-HA nesses animais. Entretanto ocorreu uma
diminuicdo da atividade nos animais aclimatados a AD, que poderia ser explicado
pela presenca de diferentes isoformas que possuem funcdes especificas (Gilmour,
2012).

De forma geral, no presente estudo P. vivipara coletados em AM e
transferido para AD mostraram diferengas significativas na atividade da NKA, V-HA e
AC, entretanto ZIMMER et al., (2012) estudando P. vivipara coletadas em AD e
transferidas para AM, ndo obeservaram diferencas significativas na atividade dessas
enzimas o0 que poderia evidenciar diferencas no processo de aclimatacao
dependendo das alteracdes de salinidade, AM para AD ou AD para AM.

A morfologia apical das CRMs em teledsteos adaptados a AD (CRM-AD)
apresenta superficie plana com microvilosidades e de teledsteos adaptados em
agua marinha (CRM-AM) apresenta forma de cripta cripta, tele6steos adaptados a

agua salobra (AS) apresenta um morfologia apical das CRM igual a das CRM-AM
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(PERRY, 1997; EVANS et al.,, 2005; HWANG; LEE, 2007; KANEKO et al., 2008;
KANG; LIU, et al., 2012; KANG; YANG, et al., 2012). A morfologia das CRMs de P.
vivipara aclimatados a AM, AS-16, AS-8 e AD possuem o mesmo fendtipo tipico de
CRMs de outros teledsteos aclimatados a situacées de AM, AS e AD (CHANG et al.,
2002; HOSSHLER et al., 1985; KANG; LIU, et al., 2012; KANG; YANG, et al., 2012;
KATOH; KANEKO, 2003; LEE et al., 1996).

F. heteroclitus transferidos da AM para AD apresentaram alteracdes na
morfologia das CRMs e nas proteinas (bombas, canais e transportadores) presentes
nessas células as quais se modificaram do tipo CRM-AM para o tipo CRM-AD e
posteriormente foram substituidas por novas CRMs-AD recém formadas (KATOH,;
KANEKO, 2003) As mudancas na superficie apical das CRMs descritas para F.
heteroclitus se assemelha as apresentadas por P. vivipara, ou seja, as CRMs
sofreram mudanca estrutural e funcional passando de uma célula adaptada para
excretar ions para uma adaptada a absorcédo de ions. O aumento de AFCRM e da
CRMdens apresentada nos peixes aclimatados a AD para a aumentar a absorcéao de
ions pode implicar em um aumento do consumo de oxigénio para a diferenciacéo e
geracdo de novas CRMs.

O muco na superficie branquial auxilia na regulacdo ibnica e osmoética
(JAKOWSKA 1963; NEGUS, 1963; INGRAM, 1980; ELLIS 1981;SHEPHARD, 1994)
e pode servir como uma barreira para difusdo de ions auxiliando na manutencao do
equilibrio ibnico além de auxiliar na atividade da AC extracelular junto ao epitélio
facilitando o gradiente de difusdo na excrecdo de CO2 e ambnia (SHEPHARD,
1994). As altas AFCM e CMden observadas em branquias de P. vivipara
aclimatados a AM, AS-16 e AS-8 sugerem uma maior producao e liberagcdo de muco
0 que criaria uma barreira maior contra a difusdo de ions para o interior da
branquias.

Estresse induzido por mudanca de salinidade tem sido associado com um
maior consumo de oxigénio a fim de aumentar a demanda energética para 0s
mecanismos de regulacado idnica gerando assim um aumento na geracao espécies
reativas de oxigénio (EROs), causando danos oxidativos (SIERS, 1985, LIU et al,
2007). Poucos estudos avaliaram o efeito da salinidade sobre o estresse oxidativo
em peixes e, principalmente, no tecido branquial. MARTINEZ-ALVAREZ et al.,
(2002) verificou 0 mecanismo antioxidante e dano lipidico no plasma de Acipenser

naccarii aclimatados a agua doce durante estresse hiperosmotico e observou um
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aumento das enzimas antioxidantes e da LPO conforme aumentou a salinidade.
Paralichthys olivaceus submetido a estresse hiposmaético aumentou a expressao de
enzimas antioxidantes quando mantidos na salinidade 4%. e diminuiu quando
exposicdo a agua doce. Em invertebrados, também foram encontradas variacdes na
atividade de enzimas antioxidantes quando submetidos a variacées de salinidade
sugerindo que as alteracdes de salinidade pode ser o fator abidtico que causa
alteracOes nas defesas antioxidantes e danos lipidicos (LIU et al., 2007; BEBIANNO
et al., 2007).

CHONG et al., (2006) encontrou proteinas de defesas, como as heat shot
protein (HSP 70) e tiorredoxina peroxidase, no muco de Symphysodon
aequifasciata. Tiorredoxina peroxidase pertence a familia de peroxirredoxinas que
inclui tiorredoxina e tioredoxina redutase e é essencialmente responsavel por mediar
o stress oxidativo celular. As HSP 70 sao proteinas que respondem frente a diversos
estressores bidticos e abioticos, especificamente essas proteinas sdo envolvidas em
manter a integridade celular.

A GST pode inativar os produtos de lipoperoxidagcédo, hidroperoxidos
lipidicos e seus derivados. GST atua diretamente inativando as ROS através de
grupos sulfidrila (SH) (DOYEN et al., 2008). As branquias de P. vivipara
apresentaram um aumento da atividade da GST quando aclimatadas na AD, esse
aumento sugere que a salinidade pode ser um fator abiético que modula a atividade
da GST. BEBIANNO et al. (2007) também observou alta atividade da GST em
Mytillus gallo de locais que possuiam baixa salinidade.

No presente estudo houve um aumento da LPO em P. vivipara aclimatados
a AD pode estar relacionado aos ajustes osmorregulatorios observado, como por
exemplo, o aumento da densidade de CRMs que geraria um custo energético mais
elevado e consequentemente aumentaria 0 consumo de oxigénio aumentando a
geracdo de EROS. Entretanto, o maior valor da LPO foi observado nos animais
aclimatados a AS-16, sugerindo que o alto valor da ACAP encontrado nesse grupo
pode ser uma resposta compensatoria frente ao aumento do dano lipidico no tecido
branquial. Os valores de LPO observados em P. vivipara AS-8 pode estar associado
a trés fatores: a estimulacdo da ACAP, ao aumento da AFCM e da CMden e ao
aumento na atividade da GST enquanto que o baixo nivel de LPO observado nos
animais aclimatados a AD também pode estar relacionado com o aumento na
atividade da GST.
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Alterag@es histopatologicas podem ocorrer frente a variagbes ambientais e a
diferentes qualidades de agua (XING; LI; et al., 2012). Entretanto, a aclimatacdo a
deferentes salinidades para essa espécie ndo causam lesdes graves no tecido
branquial.

De maneira geral foram encontradas alteracbes na atividades das enzimas
envolvidas na iono e osmorregulacdo, nos parametros envolvendo o estresse
oxidativo e na morfologia das CMs e das CRMs conforme a aclimatacéo a diferentes
salinidades. Isso significa que a salinidade é um fator abiético que modula a
resposta desses biomarcadores o que dificulta a implementacdo desses
biomarcadores como uma ferramenta pratica para de avaliacdo sub-letal de

contaminagcdo ambiental em ambientes estuarinos.

6.2. Exposicao a atrazina em diferentes salinidades

A exposicdo a atrazina em todas as salinidades de aclimatagdo promoveu
distarbios iono e osmorregulatorios em P. vivipara. A atividade da NKA diminuiu em
branquias de animais expostos a atrazina quando aclimatados a AS-16 e AS-8 e
pode estar relacionada com a diminuicdo da densidade de CRMs observadas uma
vez que essas células sdo ricas em NKA.

Clarias gariepinus (espécie de agua doce) expostas a 100 ug/L de atrazina
diminuiu a atividade da NKA e a concentracdo de Na* no plasma nas primeiras 9
horas de exposicdo e, apés 24 horas de exposicdo, ocorreu um aumento da
atividade da NKA e uma recuperacao dos niveis de Na* plasméatico sugerindo que
atrazina possui um efeito depressor da atividade da NKA gerando a diminuigao
concentracdo de Na* nas primeiras horas de exposi¢cao e depois houve um aumento
da atividade da NKA como mecanismo compensatorio (ASSEM et al., 1995). O
mesmo pode ter ocorrido com P. vivipara aclimatados a AM e a AD, pois 0
desequilibrio ibnico é mais facil nesses meios.

A atividade da anidrase carbdnica (CA) foi inibida frente & exposicdo a
atrazina em todas as salinidades de aclimatacdo. Em um estudo recente PAULINO;
SAKURAGUI; FERNANDES, (2012) ao expor a espécie P. lineatus a 25 pg.L™ por
14 dias observou uma inibicdo da atividade da CA. Outros estudos como o0s
realizados por CEYHUN et al., (2010) e EKINCI; BEYDEMIR, (2010) demonstraram
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inibicdo dose-depente em extratos purificados de CA de tecidos de truta por
piretréides e agrotéxicos baseados em dinitrofenilo. A inibicdo da atividade da CA
implica na diminuicdo da hidratagdo do CO2, consequentemente, a diminuicdo no
fornecimento de HCO3s e H* para os trocadores idnicos apicais Na*/H* (NH4") e CI
/HCO3 que pode ocasionar uma diminuicdo na excrecdo de H* e absorcéo de
excrecdo de Na* e CI. A diminuicdo da atividade da CA observada em branquias de
P. vivipara aclimatados a AD, no presente estudo, pode estar relacionada com a
diminuicdo da densidade de CRMs.

O aumento da V-HA em branquias de P. vivipara expostos a atrazina pode
ser uma resposta compensatéria do sistema de troca idnica frente a acao
depressora da atrazina sobre a NKA e a CA. P. lineatus expostos a baixas
concentracbes de atrazina (2, 10 e 25 pg.Lt) apresentou uma diminuicdo na
densidade de células imunomarcadas para NKA e na atividade da CA, entretanto
apesar de esperado uma diminuicdo nas concentracdes plasmaticas de Na* e CI
essa diminuicdo ndo foi observada (PAULINO; SAKURAGUI; FERNANDES, 2012),
sugerindo que outros mecanismos estdo envolvidos na absor¢do de ions como por
exemplo a V-HA. Entretanto a tendéncia de diminuicdo da atividade da V-HA
observada na concentracdo de 100 pg.L' em todas as salinidades de aclimatacéo
sugere que concentracdes de atrazina acima de 100 pg.Lt pode comegar a ter um
efeito negativo sobre essa enzima.

As alteragbes morfolégicas das células constituintes do epitélio branquial
guando submetidas a exposicdo a xenobidticos pode ser uma resposta
compensatoria frente a algum desequilibrio dos mecanismos de troca ibnica, uma
vez que o balanco i6nico ndo depende somente de mecanismos bioquimicos
(PAULINO; SAKURAGUI; FERNANDES, 2012). PERRY et al. (1992) estabeleceram
uma correlagao positiva entre a AFCRM e a taxa de captacdo de Na* e CI em quatro
espécies diferentes de peixes de agua doce. Portanto, a capacidade de transporte
de ions esta relacionada com AFCRM em contato com o ambiente externo e ndo
apenas com o0 numero total de células, que incluem células em diferentes estagios
do ciclo celular, incluindo células imaturas e em degeneracdo, as quais tém uma
menor capacidade de transporte ibnico (FERNANDES; PERNA-MARTINS, 2002). O
cortisol ativa a diferenciacdo para formagdo de novas CRMs no epitélio branquial e
estudos mostraram um aumento na atividade da NKA, densidade de CRM e da

AFCRM quando animais sao submetidos a injecoes de cortisol. NASCIMENTO et al.,
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(2012) discute que a atrazina possivelmente possui um efeito na interrenal e também
pode afetar o eixo HPI (no hipotdlamo e/ou na glandula pituitaria) afetando a
liberacéo de cortisol.

A diminuicdo da AFCRM e da CRMden encontradas em brénquias de P.
vivipara exposto a atrazina pode ter ocorrido ou por um efeito degenerativo da
atrazina sobre as CRMs ou pela auséncia de cortisol o que diminuiria a taxa de
diferenciacdo dessas células. Ambos 0s casos sugerem que a atrazina gerou
degeneracdo e morte dessas células o que pode levar a uma menor capacidade
osmorregulatéria nesses peixes uma vez que também foi observado diminuicdo na
atividade da NKA nos animais aclimatados as AS -16 e AS-8 e da CA em todas as
salinidades de aclimatacao.

A exposigdo a atrazina pode estimular e/ou inibicdo a atividade de enzimas
associadas aos mecanismos de defesa antioxidante (ELIA et al., 2002; JIN, et al.,
2010; XING; LI; et al., 2012; BLAHOVA et al., 2013). JIN et al., (2010) ao expor o
Danio rerio a concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 pg.L? de atrazina observou uma
diminuicdo dose-dependente de GSH nos ovérios e no figado. A diminuicdo da
ACAP nas branquias de P. vivipara aclimatados a agua salobra (AS), pode ter
ocorrido por uma diminui¢do nas concentracdes de GSH uma vez que é o substrato
da GPx, que atua como principal via de degradacao de radicais peroxil.

A GST tem importante funcdo na protecdo contra xenobidticos (FROVA,
2006; BLANCHETTE et al., 2007). Assim, a detoxificacdo de xenobiéticos e defesa
antioxidante, via GST, tém sido investigada em muitas espécies de peixes (SAYEED
et al., 2003; MORTENSEN; ARUKWE, 2007; MONFERRAN et al., 2008). O aumento
na atividade da GST branquial de P. vivipara expostos a atrazina e aclimatados a
AS-8 e AD e a diminuigdo em animais expostos a atrazina e aclimatados a AM e AS-
16 sugere que P.vivipara apresenta mecanismos diferentes de eliminagdo de
atrazina dependendo da salinidade onde se encontra. PAULINO; SOUZA,
FERNANDES, (2012) sugerem que o aumento da GST em branquias de P. lineatus
expostos a atrazina se deve pelo fato da GST estar atuando como a principal via de
eliminacdo desse composto. XING; WANG; et al., (2012) sugerem que a inibicdo da
GST pode ocorrer por meio de acdo direta de atrazina na enzima, de forma indireta
através da producdo de espécies reativas de oxigénio, que interagem diretamente
com a enzima, por meio do esgotamento de seu substrato (GSH) ou através da

baixa regulacédo dos genes de GST por diferentes mecanismos.
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O aumento na peroxidacdo lipidica apds exposicdo a atrazina pode ser
atribuido a inducdo de EROS, o que aumenta a oxidacdo dos acidos graxos poli-
insaturados que levam a peroxidacéao lipidica (VALAVANIDIS et al., 2006, LIU et al.,
2008). Lepomis macrochirus expostos a altas concentracdes de atrazina (3000, 6000
e 9000 pg.L?) apresentou aumento da LPO somente nas duas concentracdes mais
altas sugerindo uma baixa sensibilidade do tecido branquial a atrazina (ELIA et al.,
2002), ou seja, algumas células sdo capazes de suportar, até certo ponto, alteracdes
oxidativas sem que ocorra nenhum efeito deletério na fungéo ou viabilidade celular
(JIN et al., 2010). Essa baixa sensibilidade a atrazina pode explicar a auséncia de
aumento da LPO nos animais aclimatados a AM e a AS-16.

O aumento da LPO em branquias de P. vivipara aclimatados a AD e exposto
a atrazina pode ter sido ocasionado pelos efeitos da aclimatagcdo e a agcdo do
xenobidtico. O aumento na atividade da NKA, na atividade da V-HA, na densidade e
area fracional de CRM pode ter gerado um aumento no consumo de oxigénio
aumentando assim a producdo de EROS e consequentemente alterando o
mecanismo de defesa antioxidante sugerindo que a espécie P. vivipra submetidos a
variacdes de salinidade est4 mais sujeita a um quadro de estresse oxidativo caso
também sejam submetidos a contaminacdo ambiental.

O aumento da LPO em P. vivipara aclimatados a AS-8 e expostos a atrazina
nao era esperado uma vez que animais aclimatados a essa salinidade apresentaram
altos valores de ACAP e precisam de um menor consumo de oxigénio para manter
0S mecanismos de iono e osmorregulagao uma vez que a osmolalidade da agua
estd muito proxima da osmolalidade plasméatica de peixes teledsteos.

A densidade das células mucosas, assim como a producdo de muco, varia
entre as diferentes espécies e também dependendo das condicbes ambientais
como, por exemplo, salinidade e a exposicdo a agentes poluidores (LAURENT,
1984; MORON et al., 2009). Proteinas antioxidantes como tiorredoxina peroxidase
foram encontradas no muco de Symphysodon aequifasciata. (CHONG et al., 2006),
sugerindo que o aumento da producdo/secrecdo de muco pode auxiliar os
mecanismos de defesa antioxidante. Desta forma, o aumento dose-dependente da
AFCM em P. vivipara aclimatados a AS-16 pode ser uma resposta frente a
diminuicdo da ACAP encontrada no mesmos grupos. O aumento tanto da densidade
de CM como da AFCM em P. vivipara aclimatados a AD pode ser uma resposta

frente ao aumento da LPO encontrado nesses animais. Nos animais aclimatados a



DISCUSSAO

AS-8 somente o grupo exposto a 2 pg.L! ndo apresentou aumento no niveis de
LPO, neste mesmo grupo foi observado um aumento na densidade de CM.

P. lineatus apresentou um diminuicdo de CM responsaveis por liberar muco
composto por estéres sulfatados quando expostos a atrazina, sugerindo que a
diminuicdo na densidade desse tipo de células mucosas pode ser um mecanismo
para favorecer a lavagem da substancia téxica para longe da superficie branquial
(PAULINO; SOUZA; FERNANDES, 2012). Nesse trabalho ndo foi analisado a
constituicdo do muco produzido pelas CM, contudo sugere-se ter ocorrido respostas
semelhantes observadas em P. lineatus nos grupos de P. vivipara aclimatados a AM
e expostos a atrazina.

Portanto, o aumento da densididade e/ou area fracional das CMs em P.
vivpara aclimatados a AS-16 e AS-8 podem ser um mecanismo de defesa que
previne a absorgcdo da atrazina pelas branquias e, indiretamente, estar relacionados
as alteracdes da ACAP e LPO nesses grupos. Em peixes estenoalinos como o P.
lineatus a diminuicdo de CM que produz estéres sulfatados em animais expostos a
atrazina sugere que a diminuicdo na densidade desse tipo de CM pode ser um
mecanismo para favorecer a lavagem da substancia téxica para longe da superficie
branquial (PAULINO; SOUZA; FERNANDES, 2012). Entretanto, a analise das CMs,
via microscopia eletrdnica de varredura, ndo permite avaliar o tipo de substancias
produzidas pelas CMs observadas em P. vivipara.

Alteracdes no tecido branquial podem prejudicar substancialmente a funcéo
desse 6rgdo em peixes (COUCH; FOURNIE, 1993; XING; LlI; et al., 2012). Alguns
poluentes atuam diretamente sobre o tecido branquial, porém a maioria das
alteracbes sdo mecanismos de defesa ou mecanismos compensatorios, que podem
ser locais ou mediados pelo eixo hipotadlamo-hipofise-células interrenais e pelo
sistema nervoso autonomo (WENDELAAR BONGA, 1997). Altera¢gdes na frequéncia
e severidade de histopatologias branquiais foram observadas em P. lineatus quando
exposto a baixas concentracdes de atrazina (2, 10 e 25 ug.L?) por 14 dias entretanto
nao foi observado aumento da frequéncia e severidade nos animais expostos a
mesmas concentragdes por 48 h (PAULINO; SOUZA; FERNANDES, 2012b). No
presente estudo a exposicdo a atrazina por 96 horas ndo causou um aumento
significativo na frequéncia e severidade das lesdes nas branquias de P. vivipara,
talvez em funcdo do curto tempo de exposicdo e das baixas concentracdes

utilizadas. Alteracdes histopaldgicas severas frente a exposicdo a atrazina
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ocorreram em animais expostos a concentragdes mais elevadas ou exposi¢des mais
prolongadas (JAYACHANDRAN; PUGAZHENDY, 2009, PAULINO; SOUZA;
FERNANDES, 2012).

Alteracdes como hiperplasia e hipertrofia do epitélio respiratorio,
descolamento epitelial, fusdo de algumas lamelas além da proliferacdo de CRMs e
de CMs sdo conhecidas por serem alteracfes inespecificas que podem ser
causadas por uma variedade de estressores, tais como xenobioticos, infec¢cdes por
microorganismos e presenca de ectoparasitos (MALLAT, 1985; HINTON; LAUREN,
1990; HINTON et al., 1992). Dessas alteracdes, hiperplasia e hipertrofia do epitélio
respiratorio podendo ou ndo causar fusdo de algumas lamelas e proliferacdo de
CMs, sdo exemplos de respostas de defesa, uma vez que aumentam a distancia
entre 0 meio externo e o sangue, servindo como barreira para a entrada de
contaminantes na corrente sanguinea (MALLAT, 1985; HINTON; LAUREN, 1990;
POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994; FERNANDES; MAZON, 2003). O
aumento da densidade e area fracional das CRMs séo respostas compensatorias
gue tendem a manter a homeostase i6nica, embora o aumento das CRMs também
contribuem para o aumento da distancia agua-sangue. Nesse sentido, investigacdes
dos aspectos do tecido branquial, assim como respostas compensatorias sao
ferramentas importantes na deteccdo dos efeitos de varias substancias, e
contribuem para uma melhor compreensdo das respostas frente as alteracbes
ambientes (SADAUSKAS-HENRIQUE, 2008).

As alteragbes observadas nos animais expostos as concentragdes de 2, 10
e 100 pg.L! de atrazina podem provocar efeitos adversos a sua saude, e esses
efeitos podem ser agravados em animais estuarinos devido as mudancas constantes
na salinidade da agua. O custo energético para restaurar as condicdes normais do
organismo pode ocorrer em detrimento de outras fungdes como crescimento e
reproducdo, além da possibilidade de ocorrer exaustdo nestes animais se 0
ambiente permanecer contaminado, aumentando assim o risco de doencas e

consequentemente a mortalidade destes individuos.
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7. Conclusodes

Os resultados obtidos em relagdo a aclimatacdo a diferente salinidades

permitem concluir que:

1. A densidade e area fracional das CRMs aumentam na densidade e area
fracional quando animal é aclimatado a agua doce.

2. A morfologia das células mucosas se altera conforme a aclimatacéo as
diferentes salinidades.

3. A aclimatacdo a diferentes salinidades altera a capacidade antioxidante
contra radicais peroxil, onde os maiores valores foram observados nos
animais aclimatados a aguas salobras.

4. A atividade da GST aumenta conforme a diminui¢cdo da salinidade.
Animais aclimatados a agua doce sdo mais propensos a um quadro de
estresse oxidativo frente a exposicao a atrazina.

6. A aclimatagdo a diferentes salinidades ndo altera a frequéncia de

histopatolégias nem altera o IAH

O fato da salinidade ser um fator abiético que modula a resposta dos
biomarcadores apresentados nesse estudo indica a dificuldade do uso dessas

analises como ferramenta de avaliagdo ambiental em ambientes estuarinos.

Os resultados obtidos em relacdo a exposicdo a diferentes concentracdes

de atrazina em animais aclimatados a diferentes salinidades permitem concluir que:

hY

1- A NKA apresenta respostas diferentes frente a exposicdo a atrazina

dependo da salinidade de aclimatacao

2- A V-HA aumenta a atividade nas concentragcdes mais baixas de atrazina
possivelmente como resposta compensatoéria a diminuicdo da CA e da
NKA.

A atrazina inibe a atividade da anidrase carbonica.

AW
1 1

A atrazina diminui a densidade e area fracional das CRMs nas 4

salinidades de aclimatacao.
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5- A ACAP e a GST respondem de forma distinta para cada salinidade as
guais os animais foram submetidos.

6- Atrazina causou dano oxidativo nos animais aclimatados a agua doce e
a AS-8, evidenciado pelo aumento da LPO.

7- A resposta na densidade e area fracional das células mucosas frente a
exposicao a atrazina pode estar relacionada a necessidade de aumento
de defesas do organismo.

8- A atrazina ndo causou alteragcdes na frequéncia e severidade das
histopatologias branquiais nas diferentes salinidades.

Considerando o aumento continuo das concentracdes de atrazina nos
ambientes aquéticos, os resultados deste estudo sdo importantes para o melhor
entendimento da toxicidade deste composto e seus efeitos subletais em uma
espécie estuarina nativa e de importancia ecologica, uma vez que ha pouca
informacéo disponivel sobre sua toxicidade em peixes de ambientes estuarinos e
gue ndo ha um limite maximo permitido nos ambientes aquaticos marinhos e

salobros pelos 6rgados reguladores do pais.
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