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1. Introducéo

1.1. A poluicéo aquatica e a Ecotoxicologia

A poluicdo vem contribuindo para causar grandes alteracbes dos ecossistemas
aquaticos. A biota € prejudicada pelo efeito danoso causado pelo langamento de
residuos industriais ¢ domésticos nos corpos d’agua que, além de alterarem as
caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas da agua, acarretam em problemas de
eutrofizacdo, com efeitos negativos sobre os peixes e sobre a propria qualidade da agua
(David et al., 2006). No Brasil, o Ministério da Saiude e 0 CONAMA (Conselho
Nacional do Meio Ambiente) estabeleceram na portaria federal 518 (de 25 de marco de
2004) e nas resolucgdes 357 (de 17 de marcgo de 2005) e 430 (de 13 de maio de 2011) os
procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da qualidade da
agua para consumo humano, seu padrdo de potabilidade, assim como as condicfes e
padrdes de langcamento de efluentes que assegurem e preservem a vida aquatica.

Diante desse problema que s6 tem aumentado nos ultimos anos, foi necessaria a
implantacdo de estudos que visam entender quais Sdo esses compostos que estdo agindo
como poluentes e como estes podem atuar sobre 0s organismos que vivem nos
ambientes contaminados. Ha diversas interacdes e efeitos que podem ser causados por
poluentes, que variam quanto a sua amplitude, duracdo e persisténcia, podendo alterar
os sistemas fisioldgicos. Diante desse problema, os estudos na area de Ecotoxicologia
surgiram como uma forma de buscar a interacdo dos contaminantes sobre a ecologia dos
ambientes e sobre os organismos que nele vivem. A Ecotoxicologia foi definida como
uma “ciéncia que estuda os efeitos das substéncias naturais ou sintéticas sobre os
organismos vivos, populacbes e comunidades, animais ou vegetais, terrestres ou
aquaticas, que constituem a biosfera, incluindo assim a interacdo das substancias com
0 meio nos quais 0s organismos vivem num contexto integrado” (Plaa, 1982). A partir
da década de 70, essa ciéncia se tornou mais abrangente apds casos de grande
importancia ecologica, trazendo a tona a importancia de tentar controlar essa poluigdo
que se agravou a partir de entéo.

Diante dessa problematica, as aguas superficiais do Estado de Sao Paulo
enfrentam uma situagdo muito critica em relacdo a qualidade, e muitos valores

encontrados nos corpos d’agua se encontram acima daqueles estabelecidos pelas leis
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ambientais. Segundo dados da CETESB (2012), diversas bacias hidrograficas do Estado
de S&o Paulo, inclusive na bacia do Alto Tieté, onde se encontram 0s animais do
presente estudo, as concentragbes de diversos metais, entre eles o aluminio e o
manganés, ultrapassam os limites permitidos pelo CONAMA, atingindo também as
aguas destinadas ao consumo publico.

Portanto, se julga necessdrio que mais estudos sejam realizados a fim de
abranger os conhecimentos sobre a atual situagdo dos corpos d’aguas, e como esse
problema recorrente tem atingido a biota desses ambientes, assim como a sociedade

dependente desse ecossistema.
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1.2. Os efeitos dos metais sobre a fisiologia reprodutiva

A intensa exploragdo dos recursos naturais decorrente do crescimento
populacional e desenvolvimento industrial (Zhou et al., 2008) gera efluentes industriais
e domésticos, que ainda carecem de um tratamento adequado (Zagatto e Bertoletti,
2006). A ocorréncia de solos contaminados por metais € um problema ambiental global
que resulta ndo apenas em riscos ecoldgicos e para 0s humanos, mas também pode
causar grandes implicacbes financeiras em termos de custos de remediacdo e em
questdes de desenvolvimento (Semezin et al., 2007). Poluentes atmosfeéricos, efluxo ou
escoamento industrial e agricola podem desregular o funcionamento de ecossistemas
aquaticos (Masson et al., 2002) e como resultado deste impacto sdo observados efeitos
bioldgicos nos organismos tais como mudancas morfoldgicas e fisiologicas em
diferentes niveis de organizacdo (Zhou et al., 2008) e até mesmo na dinamica ecoldgica

das comunidades (Depledge et al., 1995).

Dentre 0s metais, o aluminio (Al) em aguas acidificadas e em altas
concentracdes pode se tornar um agente toxico para 0s animais aquaticos, podendo se
organizar em formas ibnicas, polimerizadas, coloides ou particulas, que sofrem
influéncia do pH, alterando sua biodisponibilidade (Teien et al., 2007). O Al constitui
8% da composicdo da crosta terrestre (Poléo et al., 1995), no entanto até o presente
momento ndo se conhece nenhuma funcédo bioldgica para esse metal (Nayak, 2002). A
toxicidade do Al em peixes varia com a concentracdo, com o pH, temperatura,
concentracdo de Ca?*, forca iénica e material organico dissolvido assim como a duragéo

de exposicdo ao metal (Nilsen et al., 2013).

Entre os efeitos primarios resultantes da exposicdo ao Al em peixes estdo as
alteracdes nos sistemas fisioldgicos, como o osmorregulatério e ionorregulatorio,
causados principalmente por modificacdes celulares nas branquias, que comprometem
também o sistema respiratorio (Exley et al., 1991). Entre os efeitos secundarios estdo as
alteracbes metabolicas (Brodeur et al., 2001; Vieira et al., 2013) e enddcrinas, por
exemplo nos esteroides gonadais (Correia et al., 2010). Dentre os efeitos sobre o
sistema enddcrino, se destacam também respostas fisioldgicas ao estresse causado pelo
Al em combinacdo ao pH &cido (Heath, 1995), causando por exemplo, diminui¢do na
expressdo de gonadotropinas hipofisarias (Narcizo, 2009) e a diminuicdo na

concentragdo plasméatica de 17a- hidroxiprogesterona (17a-OHP) em fémeas de
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Oreochromis niloticus (Correia et al., 2010), o que sugere prejuizos na eficiéncia
reprodutiva, considerando que 0s progestdgenos sdo importantes hormonios na
maturacdo final dos gametas. Estudos in vitro conduzidos por Narcizo (2014) indicaram
que a exposicdo de fémeas de O. niloticus ao Al resultaram em alteracdes em nivel
celular, inibindo a resposta de células esteroidogénicas ovarianas as gonadotropinas e
alteracdo da expressdo génica de BFSH, BLH, e de forma geral causou uma

desestruturacdo celular na hipofise desses animais.

Assim como o Al, o manganés (Mn) em altas concentracBes pode afetar
negativamente os organismos, causando alteragdes na ionorregula¢do e osmorregulacao,
alteracbes metabdlicas (Partridge e Lymbery, 2009), assim como causar a
lipoperoxidacdo e o estresse oxidativo (Vieira et al., 2012). O Mn é um metal
amplamente distribuido na crosta terrestre, sendo 0 12° elemento mais abundante, e 0 5°
entre 0s metais. Este ndo é encontrado puro na natureza, mas sim sob a forma mineral,
que em concentracdes fisioldgicas é essencial na manutencdo da homeostase dos
organismos (Kalembkiewicz et al., 2008), participando de diversos processos
fisiolégicos como reproducdo, metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, e

também como cofator de enzimas (Prestifilippo et al., 2007).

Este metal também pode interferir negativamente na esteroidogénese gonadal,
porém, neste caso, dados da literatura descrevem estes efeitos em mamiferos, atuando
entdo sobre a fertilidade de machos, bem como na concentracdo sérica de hormonios,
como o foliculo estimulante (FSH) e a testosterona (T) em ratos tratados com doses
altas de cloreto de manganés (MnCl,) durante um periodo crénico (Cheng et al., 2003).
Embora o Mn seja um elemento essencial aos organismos, Vieira et al., (2012)
relataram que o Mn pode causar toxicidade para peixes e outros organismos aquaticos,
variando o seu potencial toxico de acordo com a espécie, estagio de vida, além de poder
ser influenciado pela qualidade da dgua. Portanto, ainda segundo a autora, as branquias
sdo os primeiros o0rgaos a serem afetados pelo Mn, assim como o Al, e em seguida estdo
os demais 6rgaos como pele, rins, figado e intestinos.

A exposicdo ao Al e ao Mn pode desencadear também sérios prejuizos sobre a
reproducdo de teledsteos, principalmente alterando a producdo dos horménios que
modulam o eixo hipotalamo-hipofise-génadas, como no caso do Al (Hwang et al., 2000;
Correia et al., 2010; Narcizo, 2014), assim como o cadmio (Cd) que também afeta o

sistema reprodutivo (Lafuente, 2013; Amutha e Subramanian, 2013). Animais expostos
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ao Mn também demonstraram alteracdes sobre a funcdo normal do sistema endocrino,
em particular alterando a producgéo e secrecdo de hormonios sexuais (Pine et al., 2005).
Correia (2012) observou que o Mn foi capaz de causar uma diminui¢cdo nas
concentracdes de horménios esteroides como 17a-OHP, cortisol e o hormonio
tireoidiano tiroxina (T4) em fémeas maduras de Astyanax bimaculatus. Além disso, a
deficiéncia de Mn?* em animais de laboratério est4 associada a prejuizos no crescimento
e na reproducdo, em ambos 0s sexos, sugerindo a importancia do Mn #* nos processos
reprodutivos (Smith, 1944), no entanto, em altas doses esse metal pode gerar efeitos

negativos nesses processos.



16

1.3. Desreguladores endocrinos

Devido a interacdo direta e permanente com a &gua, 0s peixes sdo sensiveis a
muitas substancias toxicas (Masson et al., 2002). Algumas dessas substancias podem
causar alteracdes sobre o sistema enddcrino dos organismos, e quando apresentam essa
caracteristica sdo definidas como desreguladores endocrinos (EDC), do inglés
Endocrine disruptors chemicals. Estas sdo capazes de interferir no sistema enddcrino,
alterando processos como de sintese e/ou degradacdo de hormonios, bloqueando os
receptores hormonais ou mimetizando os horménios endogenos, em baixas
concentracdes (Matthiessen e Johnson, 2007). A exposicdo a essas substancias, entre
elas os metais presentes nos efluentes, pode perturbar a funcéo endécrina com efeitos no
eixo reprodutivo (Arukwe, 2001; lavicoli et al., 2009) ou em outros 6rgdos endocrinos,

como por exemplo, o pancreas (Hontela e Lacroix, 2006).

Os efeitos causados pelos metais sobre o sistema enddcrino podem ser
originados de interferéncias sobre o eixo neuroendécrino composto pelo hipotalamo—
hip6fise—gdnadas, que controla a reprodugdo em peixes e nos demais vertebrados. Nesse
controle, o hipotdlamo é modulado exogenamente por fatores ambientais como
fotoperiodo, temperatura, pH, e endogenamente através da melatonina, dopamina (Korf,
2006) e kisspeptina (Zohar et al., 2010). Este entdo passa a sintetizar e secretar um
neuro-hormonio conhecido como GnRH (horménio liberador de gonadotropinas) que
estimula a adeno-hipéfise a sintetizar as gonadotropinas FSH (hormonio foliculo-
estimulante) e LH (hormdnio luteinizante) (Rocha e Rocha, 2006).

O FSH é o primeiro hormdnio gonadotrépico a ser liberado no ciclo reprodutivo,
ocorrendo nos primeiros estagios da maturacdo gonadal, e estimula a producéo de 17p-
estradiol pelas células foliculares dos ovarios e pelas células de Leydig nos testiculos. O
LH estimula a secrecdo de 17a20p-dihydroxy-4-pregnen-3-one (17a,20p-DHP) e 11-
cetotestosterona (11-KT) em fémeas e machos, participando do processo de maturagédo
final e liberacdo de gametas (Banerjee e Khan, 2008).

Dentre os efeitos dos poluentes sobre o eixo enddcrino, os desajustes hormonais
desencadeiam sérios prejuizos sobre a reproducdo, podendo destacar a diminui¢do na
sintese dos esteroides gonadais, vitelogenina, gonadotropinas e aumento dos niveis de
dopamina em perca (Perca fluviatilis) e pardelha dos alpes (Rutilus rutilus) (Karels et
al., 1998).
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Assim como os efeitos observados nos hormonios esteroides sexuais, 0s metais
sdo capazes de atuar como EDC’s para outras classes de hormonios, como o cortisol,
atuando sobre o eixo hipotdlamo-hipéfise-interrenal (Brodeur et al., 1998). O cortisol é
um hormonio esteroide secretado pelas células do tecido interrenal no rim dos teledsteos
que sdo também o principal local de producdo das catecolaminas (células cromafins) nos
teleosteos (Lima et al., 2006). Fisiologicamente este hormoénio ¢ um potente glico-
mineralocorticoide ¢ desempenha um papel central na resposta ao estresse (Arjona et al.,
2008). A concentragdo plasmatica deste hormoénio tem sido amplamente utilizada como
indicador do estresse fisiologico (Weendelar Bonga, 1997). Waring et al. (1996) relataram
os efeitos do Al em pH acido aumentando a concentracao de cortisol. A capacidade de
ativar a resposta normal de estresse e elevar o cortisol plasmatico em resposta a um
estressor € uma parte integral da resposta adaptativa fisiologica, e a sua desregulacdo
pode reduzir a sobrevivéncia dos animais (Hontela e Lacroix, 2006).

N&o apenas os metais, mas o pH acido de forma isolada, pode ser capaz de
alterar a capacidade reprodutiva em peixes (Sangalang, 1990), causando alteracdes
como aumento da concentracdo plasmatica de T, ou atraso no desenvolvimento em
fémeas juvenis de esturjdo russo (Acipenser gueldenstaedti Brandt) (Zelennikov et al.,
1999), entre outros efeitos que podem atingir diretamente a capacidade de sucesso
reprodutivo dos organismos. A precipitacdo acida tem causado a reducdo e extin¢do de
populacdo de salm&o no sul da Noruega desde o fim do século 19 (Sandoy e Langaker,
2001). Além disso, a combinacdo dos efeitos do pH acido ao metal Al causa distarbios
em indmeras funcgdes fisioldgicas em salmdo (Salmo salar) tais como reducdo no
crescimento, alteragdes na funcdo comportamental e na capacidade de sobrevivéncia
(Bukler et al., 1995).

Estudos acerca da fisiologia de peixes juntamente com estudos ecotoxicoldgicos
podem fornecer dados como a antecipacdo e o diagndstico de possiveis impactos
ecologicos causados por poluentes (Calow, 1993). O conhecimento do efeito de alguns
metais, como Al e Mn sobre a fisiologia reprodutiva de fémeas de teledsteos ja vem
sendo conduzidos, inclusive com espécies nativas, como € o caso do lambari, Astyanax
bimaculatus (Correia, 2012; Vieira, 2012; Vieira et al., 2013) e Astyanax fasciatus
(Correia, 2008). No entanto, estudos sobre o0 impacto de metais na fisiologia reprodutiva
de machos de teledsteos séo escassos.

De forma geral os poluentes ndo s6 podem atuar sobre a funcdo enddcrina dos

animais, mas também alterar a viabilidade dos gametas. Uma vez que a qualidade do
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espermatozoide é o principal fator para o sucesso na reproducdo (Kime et al., 1996), a
medicao de pardmetros como motilidade, concentracdo espermatica, taxa de fertilizacéo,
entre outros, pode fornecer dados importantes quanto aos efeitos da exposi¢cdo aos
metais, podendo ser utilizado como um bioindicador. Saxena et al. (1989) constataram
que a administracdo oral de cadmio (5 mg.L™) e cadmio mais chumbo (25 mg.L™) em
ratos causou diminui¢do na concentracdo e motilidade dos espermatozoides.

Alteracdes subletais em peixes, ou seja, que ndo causam a morte dos organismos
podem afetar a fisiologia do animal, reduzindo o seu desempenho reprodutivo, que
consequentemente influencia o declinio e perda de populacbes selvagens em aguas
afetadas pela deposicdo &cida (Bukler et al., 1995). A avaliacdo de risco baseada em
medidas fisioldgicas em organismos expostos a varios contaminantes tem sido pouco
estudada, no entanto, essas medicdes sdo muito interessantes uma vez que o prejuizo em
qualquer funcdo do organismo causara a reducdo no potencial de sobrevivéncia do
individuo (Depledge et al., 1995).

Pesquisas sobre a fisiologia de peixes juntamente com estudos ecotoxicolégicos
podem fornecer dados como a antecipacdo e o diagndstico de possiveis impactos
ecologicos causados por poluentes (Calow, 1993). Portanto, visto os estudos incipientes
da influéncia dos metais na fisiologia de machos, o presente trabalho é uma importante
ferramenta para fornecer dados sobre as possiveis alteracfes decorrentes da exposicdo a
estes metais na fisiologia reprodutiva em machos de teledsteos, pois objetivou estudar o
impacto da exposicdo ao Al e Mn na endocrinologia reprodutiva de machos de Astyanax

bimaculatus, uma espécie importante na Bacia do Alto do Tieté.
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1.4. Astyanax bimaculatus

O Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758), conhecido como lambari-do-rabo-
amarelo ou tambiu, apresenta algumas caracteristicas morfolégicas como duas manchas,
sendo uma na regido umeral (proxima a nadadeira peitoral), com forma ovalada e
posicdo horizontal, e outra em forma de clava, seguindo do pedinculo caudal a porgédo
mediana do corpo (Sampaio e Almeida, 2009). Os machos apresentam corpo mais
longilineo (Figura 1) enquanto que as fémeas apresentam um corpo mais ovalado
(Figura 2).

TRV
i 13! \i?w

Figura 1: Espécime macho de Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758).

Figura 2: Espécime fémea de Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758).

Os lambaris habitam diversos ambientes, como rios, riachos, lagoas e represas,
mesmo naqueles onde ha ocupacdo humana. Sao capazes de realizar forrageamento em

todos os niveis tréficos, atuando como consumidores primarios (alimentando-se de
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plantas e fitoplancton), secundarios ou terciarios (ingerindo zooplancton, insetos e
peixes). Por esse motivo, essa espécie € considerada como oportunista, visto que possuli
grande capacidade de colonizar diferentes habitats. Seu sucesso reprodutivo se deve a
grande gama de taticas reprodutivas, variando de acordo com as condi¢Ges ambientais,
sendo capaz de se ajustar a essas variagdes (Sampaio e Almeida, 2009). Atualmente,
essa espécie tem sido muito utilizada em estudos, que variam desde o conhecimento de
sua biologia reprodutiva até avaliagbes ecotoxicologicas, uma vez que, segundo
Sampaio e Almeida (2009), diversos fatores favorecem os estudos com esta espécie,
como ajustes a diferentes habitats, facil manejo e manutencdo em laboratoério, além de

serem sensiveis as mudancas ambientais, apresentando-se como bons bioindicadores.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral verificar se os metais Al e Mn e 0
pH é&cido podem atuar como desreguladores enddcrinos sobre a fisiologia reprodutiva
em machos adultos de Astyanax bimaculatus.

2.2. Objetivos especificos
e Avaliar as possiveis mudancas decorrentes da exposicdo ao pH acido, Al e Mn,
isoladamente ou combinados, sobre a esteroidogénese testicular, determinando o
perfil plasmatico dos horménios esteroides: 11-cetotestosterona, testosterona,
17B-estradiol e cortisol.
e Verificar se 0 pH &cido e estes metais sdo capazes de alterar a producdo de

espermatozoides.
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3. Material e Métodos

3.1. Condicdes experimentais e analise quimica da agua

A &gua utilizada no experimento foi filtrada com o uso de dois filtros, um
mecanico, composto por um filtro de polipropileno (Health do Brasil), e outro de carvao
ativado (Aleas) para remover particulas sélidas e para reduzir as matérias organicas e
eventuais contaminantes quimicos, respectivamente. Os parametros fisicos e quimicos
da agua foram posteriormente avaliados e descritos. O meio experimental foi
continuamente aerado, e a temperatura da agua e oxigénio dissolvido foram
monitorados diariamente com uma sonda multiparametros (Pro Plus, YSI), utilizada
ainda para determinar as concentragdes de nitrato (NO3) e aménio (NH4). O pH
(mantido em diferentes valores, de acordo com o grupo experimental) foi monitorado
com um pHmetro (Gehaka). As concentracdes de Al e Mn foram monitoradas antes e
depois da renovacdo da dgua com um espectrofotdmetro de absorcdo atémica (GBC,
AAS 932 Avanta-Plus, IL, EUA).

3.2.Delineamento experimental

Os machos sexualmente maduros de lambari do rabo amarelo (Astyanax
bimaculatus-Linnaeus, 1758), com massa corpdrea média de 24,29 + 1,17 g e 11,78 £
0,18 cm de comprimento total foram doados pela Estacdo de Hidrobiologia e
Aquicultura de Paraibuna (S 23°24.53,71° W 45°59,82’), pertencente a Companhia
Energética de Sdo Paulo — CESP, localizada no municipio de Paraibuna — SP (Figura 3)
e mantidos no Biotério de Ectotérmicos do Departamento de Fisiologia - IB/USP
(Figura 4). A espécie A. bimaculatus tem distribuicdo na América do Sul (Pavanelli e
Caramaschi, 1997), incluindo o sudeste do Brasil, onde é comum o acumulo de Al no
solo e consequentemente na agua dos rios (CETESB, 2012). A. bimaculatus € um
componente importante da ictiofauna e esta presente em muitas bacias de regifes do

sudeste do Brasil (Pavanelli e Caramaschi, 1997).
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Figura 4: Estrutura experimental do biotério do Instituto de Biociéncias — Departamento
de Fisiologia/USP.

Antes do inicio do experimento, 0s animais passaram por um periodo de sete
dias de aclimatacéo, ja nas condicdes do biotério, em 10 aquarios de vidro de 40 x 50 x

70cm (132L de &gua/aquério; 2,20g.L™ de peixe), com renovacéo diaria de 4gua (90%)
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e alimentados com ragdo extrusada com 32% de proteina bruta, 4mm de diametro, uma
vez ao dia. A alimentacdo foi suspensa 24 horas antes do inicio dos experimentos e 0s
animais foram mantidos sem alimento até o término da exposi¢do aguda, sendo a
alimentacéo restabelecida durante o periodo de recuperacao. O fotoperiodo utilizado no
experimento, com iluminacéo artificial do biotério, foi de C:E 13:11 (13 horas de claro,
11 horas de escuro).

Para a conducdo do experimento foram determinados cinco grupos
experimentais (duplicatas): 1) grupo controle em pH neutro (CTR — n), sendo todos 0s
demais em pH &cido: 2) grupo pH &cido (pH — ac), 3) grupo Al (Al), 4) grupo Mn (Mn)
e um 5) grupo com ambos os metais Al+Mn (Al-Mn). Os metais foram mantidos em
uma concentracdo nominal préxima a 0,5 mg.L™ nos grupos 3, 4 e 5, sendo que 0s
valores exatos foram detalhados no item resultados.

O experimento foi dividido em duas etapas: a primeira etapa se deu pela
exposicdo aguda aos metais por 96 horas, sendo que esta se dividiu em dois momentos:
uma coleta de 3 animais por aquario ap6s 24 horas e depois, com 96 horas de exposicao,
totalizando 6 animais por grupo. Na segunda etapa, nomeada como periodo de
recuperacdo, também de 96 horas, os animais voltaram as condi¢es iniciais, de agua
livre de metais, alimentacdo normal e pH proximo a neutralidade e foram coletados 3
animais por aquario apds 24 e 96 horas, totalizando também 6 animais por grupo
experimental. Para que a densidade de individuos fosse mantida no periodo de
recuperacdo, adicionou-se 6 animais que ndo foram amostrados, devidamente
identificados, eliminando o efeito da diminuicdo da densidade populacional nos
aquarios. Estes ensaios foram do tipo semi-estatico, com renovacdo parcial de agua
(90% vol. total) a cada 24 horas (Figura 5).
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Figura 5: Esquema do delineamento experimental

3.3.Estrutura do biotério

Para a conducdo do experimento no biotério, foi desenvolvida uma estrutura
com a finalidade de minimizar o contato dos pesquisadores com os animais, de forma
que a troca da agua fosse realizada sem a necessidade de manipulacdo. Para isso, foi
instalado um sistema de entrada e saida de agua, além de um sistema de filtragem e

armazenamento de agua para a troca diaria (Figura 6).
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Figura 6: Esquema (vista frontal) de estrutura montada para a conducdo do experimento no
Biotério de Ectotérmicos do Departamento de Fisiologia — IB/USP. Legenda: A: Aquarios; B:
Saida de &gua; C: Entrada de agua; D: armazenamento de &gua; E: Filtro quimico F: Filtro

mecanico; G: Bomba de 4gua submersa; H: Bomba de agua anfibia.

3.4. Solugbes-estoque

As solugbes estoque de Al e Mn foram preparadas para a introducdo destes
metais no meio experimental, cuja concentracdo testada foi de 0,5 mg.L™ (metal
nominal) para ambos os metais. Para a solucdo de Al, pesou-se 20 g de Alx(SO4);
(Sigma Aldrich) que foi diluido em 250ml de agua Milli-Q e ajustou-se o pH da solucéo
para 2,5 com HNO3 65% (Suprapur, Merck). A partir desta solucéo, foram adicionados
10,509 ml nos aquérios de 132L para manter a concentracdo de 0,5mg.L™. J4 para a
solucdo de Mn, utilizou-se 20g de MnSQO, (Sigma Aldrich) em 250ml de agua Milli-Q,
e também foi ajustado o pH da solucdo para 2,5 seguindo 0 mesmo protocolo. Nos
aquarios experimentais foram adicionados 2,538ml dessa solugcdo para manter a
concentracdo de 0,5mg.L™ de Mn. As concentracdes de Al e Mn na agua experimental
foram confirmadas pelo método de espectrofotometria de absorcéo atdmica (GBC, AAS

932 Avanta-Plus, IL, USA) pela empresa Nova Ambi durante o experimento.
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3.5. Coleta das amostras

As quatro coletas foram programadas para o periodo da manhd em
novembro/2012. Os peixes foram alocados em recipientes menores e anestesiados por
imersdo em agua contendo benzocaina anestésica (ethyl-p-aminobenzoate) previamente
solubilizada em etanol, na propor¢do de 1g/10L de 4gua, ¢ os dados morfométricos e
ponderais foram mensurados. Apds a anestesia, 0 sangue foi coletado a partir da
vasculatura caudal utilizando-se seringas descartdveis de 1 ml heparinizadas
(Hepamax)(Figura 7), e centrifugado por 5 minutos a 655,2x g para separacdo do
plasma da fracdo celular, que foi distribuido em aliquotas e congeladas em freezer -80°C
até a sua utilizacéo.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa do
Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo, sob o protocolo ndmero
163/2012.

Figura 7: Astyanax bimaculatus. Coleta de sangue pela vasculatura caudal com seringas

de 1ml heparinizadas.

3.6. Analises histoldgicas das gonadas

As gbnadas foram removidas e fragmentos foram fixados por 20-24 horas em
solucao de Bouin acético e desidratadas com uma série crescente de dilui¢cdes de etanol.
Alguns fragmentos de gonadas foram colocados em uma solucdo de resina metacrilato e
etanol absoluto (propor¢do de 1:1) por 2 horas, infiltrado em solucdo de resina pura por

mais sete dias na geladeira. Cortes com 3 um de espessura foram obtidos com o auxilio
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de microtomo Leica RM2255 equipado com navalha de vidro e corados com
hematoxilina-eosina, e acido peridodico de Schiff (PAS) + hematoxilina + Metanil
Yellow (Quintero-Hunter et al., 1991). Esse procedimento foi adotado para a obtencao
de fotos com melhor qualidade e para melhor visualizacdo e identificacdo das estruturas,
visto que os cortes obtidos em resina sdo mais finos do que em Paraplast”.

Os cortes preparados foram analisados e documentados, utilizando-se um
sistema computadorizado de captura de imagens (microscépio de luz transmitida —
Leica DM 1000; camera fotografica — Leica DFC 295; e programa de captura de

imagem — Leica Application Suite Professional, LAS V3.6).

3.7. Anéalises hormonais

A concentracao dos esteroides gonadais 17p estradiol (E,), testosterona (T), 11-
cetotestosterona (11-KT) foi determinada no plasma dos animais pelo método de
Elisaimunoensaio (ELISA) com o uso de Kits comerciais (Cayman Chemical) e para
cortisol (C) foram utilizados Kits da marca IBL International. Antes de iniciar a leitura
das amostras, foi necessario realizar um protocolo de extracdo do plasma, para separar
as fracOes proteica e lipidica, utilizando-se apenas a fracdo lipidica (onde se encontram
os horménios esteroides). As proteinas do plasma foram precipitadas com éter etilico na
proporcdo de 1:3 (plasma: éter etilico) e centrifugadas a 344x g por 9 minutos a 4°C.
Logo ap6s serem centrifugadas, as amostras foram colocadas em freezer -80°C por 7
minutos, para garantir que toda proteina fosse decantada. Por fim, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo, seco com nitrogénio e estocado a 4°C até a sua utilizacao.
Antes de iniciar os ensaios, foram realizados varios testes de diluicdo para 0s
horménios, de forma a certificar-se de que a diluigdo utilizada fosse adequada para se
ajustar a curva padrdo sugerida nas instrucdes do Kit. A leitura das placas foi realizada
no espectrofotbmetro Spectra Max (Molecular Devices), sendo 412 nm para 11-KT, T,

E, e 450nm para C.

3.7.1. Extracéo de horménios no plasma

Como ja relatado foi realizada uma bateria de testes com machos do mesmo lote,

nos quais o sangue foi coletado para identificar a diluicdo ideal para cada horménio.
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Ap0s alguns testes, foi determinada para cada horménio uma diluicéo distinta: 20 vezes
para 11-cetotestosterona, (7,5 ul de plasma e 142,5ul de dgua destilada); 10 vezes para
testosterona, (15 pl de plasma e 135 pl de agua destilada); 3 vezes para o 173- estradiol
(40 pl de plasma e 80 pl de agua destilada) e por fim utilizou-se uma diluicdo de 4

vezes para cortisol (12,5 ul de plasma e 37,5 de agua destilada).

3.8. Concentracao espermatica

Para a coleta de sémen foi realizada uma pequena pressédo na regido abdominal
para a extrusdao do sémen, e este foi coletado com o auxilio de uma micropipeta e
conservado em formol salino tamponado (Figura 8). Para a mensuracdo da concentracdo
espermética (sptz.10°.mI™), 2 uL de sémen de cada animal foram adicionados a 2000 pL
de formol salino tamponado, resultando em uma diluigdo de 1:1000. A contagem de
células espermaéticas foi realizada em cdmara hematimétrica de Neubauer (400x) (Figura
9).

Figura 8: Astyanax bimaculatus. Extrusdo e coleta de sémen.
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Figura 9: Camara hematimétrica de Neubauer

Para a realizacdo do procedimento de coleta e adicdo do sémen a camara de
Neubauer foi utilizado o protocolo descrito na Figura 10. O céalculo da concentracdo de
espermatozoides foi realizado utilizando-se a férmula representada na Figura 11
(Sanches, 2010).

Aghar bam — —
=Decantar
=Contar
~Calcular
Adicionar o sémen Agitar bem (evitar Retirar uma Colocar na cémara
ao fixador (formol formacéo de pequena por meio de
salino tamponado) pequenos coagulos) quantidade capilaridade

Figura 10. Esquema para preparacdo e contagem de espermatozoides (Sanches, 2010).
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SPZ 25 g.t. x dilui¢cdo x
CSPZ(;S‘PZ.mL_l): > y 5 g.t.x dilui¢do x 1000

10 g.c. | profundidade da camara(mm)

SPZ = espermatodides
/T' SPZ =niimerototal deespermatotidescontados

g.c.=quadricula contados

g.t.=quadricula totais

profundiddeda camara=0,10mm

dilui¢do= fatordediluicdodo sémen pelo fixador

Figura 11. Férmula para calculo de concentracdo espermatica (Sanches, 2010).

3.9. Analises estatisticas

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Para a analise
estatistica, as concentragdes hormonais foram transformadas em logl0 para normalizar
os dados, mas apresentados na concentracdo original nos graficos. Para avaliacdo dos
efeitos dos metais, os periodos experimentais foram analisados separadamente (agudo e
recuperacdo) utilizando o teste two-way ANOVA tendo como fatores o tempo e o
tratamento, comparando o CTR-n, pH ac, e 0s grupos de metais. Estes foram analisados

com o auxilio do programa Sigma Stat 3.5, com nivel de significancia P<0,05.
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4. Resultados

4.1. Andlise fisico-quimica da dgua

Os principais parametros fisico-quimicos foram avaliados: Ca** = 8,88 mg.L™,
Fe = 0,09 mg.L?, SO4= 12 mg.L?, PO4=0,46 mg.L™, compostos nitrogenados totais
=0,40 mg.L?, alcalinidade=15 mg CaCOs.L™, matéria organica=19%, cloretos=4,90
mg.L™?, condutividade elétrica (a 25 °C) = 65,50 pS.cm™, carbono organico=1,3 mg C.
L, carbono inorganico = 1,2 mg C.L™?, dureza total=26 mg CaCOs.L™, e turbidez=1
NTV. Todas as variaveis apresentaram valores adequados e permitiram uma taxa de
sobrevivéncia de 100% durante o periodo experimental. Outros parametros foram
monitorados durante todo o experimento (Tabela 1) a fim de garantir as condicGes

necessarias para a manutencao dos organismos.

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos da agua durante o experimento (Média £ DP) (ND- ndo

detectado).
Parametros CTR-n pH ac Al Mn Al-Mn
pH 720+02 984£05 5,64+0,3 586+0,5 571+04

O dissolvido (ng.L™)  739+04 7.51%03 743+06 74503 74305
Temperatura (°C) 2482+04 2484+04 2498+03 2480+04 2483+03

NH, (mg.L™) 072+04 081+05 1,18+06 0,76+06  1,10+12
NO; (mg.L™) 039+01 042+01 042201 045+01  0,50+0,2
Al total ND ND 0,60 + 0,09 ND 0,55 + 0,14
Al dissolvido ND ND 0,36 +0,11 ND 0,38 +0,16
Mn total ND ND ND 0,52+0,13 0,57 0,06
Mn dissolvido ND ND ND 031+0,16 0,51+0,11

A partir dos dados de concentragdo dos metais, estes foram organizados em
gréficos para representar a variagdo em relacdo ao pH durante o periodo experimental.
Para 0s metais, tanto na forma total (Figura 12 e 14) quanto dissolvido (Figura 13 e 15),
pode-se perceber que no momento em que foi realizada a troca de agua, o pH se
encontrava em valores proximos ou abaixo de 5,5, e a concentracdo dos metais tendiam

a aumentar. A partir do momento em que as caracteristicas fisico-quimicas da agua
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foram capazes de causar um tamponamento no valor do pH, a concentracdo metalica

tendia a diminuir. Essa caracteristica € mais expressiva na concentracdo de metal

dissolvido.
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Figura 12. Concentracdo de Al total e variagdo de pH durante a exposi¢cdo de 96 horas do
periodo agudo (* representa a troca parcial de agua).
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Figura 13. Concentracdo de Al dissolvido e variacdo de pH durante a exposi¢cdo de 96 horas do
periodo agudo (* representa a troca parcial de 4gua).

A variagdo na concentragdo de Mn dissolvido se mostrou expressiva durante o
experimento, e o pH sofreu uma grande oscilacdo, atuando sobre a biodisponibilidade
desse metal (Figura 15). Além disso, a concentracdo de Mn dissolvido se manteve em
valores inferiores a 0,5mg.L™.
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Figura 14. Concentracdo de Mn total e variacdo de pH durante a exposi¢do de 96 horas do

periodo agudo (* representa a troca parcial de agua).
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Figura 15. Concentracdo de Mn dissolvido e variacdo de pH durante a exposicao de 96 horas do

periodo agudo (* representa a troca parcial de agua).
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J& nos aquarios em que os dois metais estavam presentes, tanto na fracdo total

(Figura 16) quanto dissolvida (Figura 17) foram observadas respostas diferentes frente

ao mesmo pH, sendo o Al mais dependente do pH do que o Mn.
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Figura 16. Concentracdo de Al e Mn total e variacdo de pH durante a exposi¢do de 96 horas do

periodo agudo (* representa a troca parcial de agua).
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4.2. Estadio de maturacéo de Astyanax bimaculatus

Uma vez que a proposta do presente estudo foi trabalhar com animais
sexualmente maduros, algumas caracteristicas foram importantes para nos informar que
0S animais se encontravam nesse estagio reprodutivo. Em primeiro lugar, quanto a
morfologia externa, foi possivel observar que quando maduros sexualmente, machos
desta espécie apresentavam a nadadeira anal &spera, enquanto que em fémeas essa
caracteristica ndao foi encontrada. Ou mesmo quando esses animais ndo estavam
maduros sexualmente essa caracteristica se tornava mais discreta, ou até mesmo
imperceptivel. Portanto, para a separa¢do dos animais para o experimento, levou-se em
conta em primeiro lugar esta aspereza da nadadeira anal. Além disso, ao iniciar a coleta
dos tecidos foi verificado que as gbnadas masculinas (testiculos) se encontravam bem
desenvolvidas e com a coloracdo esbranquicada, evidenciando a presenca de sémen,
além de ocupar grande proporcdo da cavidade celémica, indicando uma fase de
maturagdo avancada do animal (Figura 18).

Figura 18. Astyanax bimaculatus. Macho adulto. T: testiculos; B: bexiga natatdria; F: figado.

Além disso, outras analises como a histologia podem também confirmar o
estagio reprodutivo do animal, trazendo informagBGes mais detalhadas em relacdo a
morfologia interna das génadas, indicando a frequéncia de cistos contendo gametas em
diferentes estagios de desenvolvimento, o que confirma o estagio de maturacdo. Nas

seccOes histologicas foi possivel evidenciar mais claramente o estadio reprodutivo
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desses animais, visto que o limen estava preenchido por espermatozoides (Figura 19A),
ocupando a maior parte deste espago. A presenca de cistos em diferentes fases de
desenvolvimento da espermatogénese (Figura 19B) como espermatogdnias (cabeca de
seta branca), espermatocitos primarios (SP) e secundarios (SS) e cistos de espermatides
(ST) organizados, evidenciaram a renovacdo dos estoques de espermatozoides no
periodo reprodutivo. Foi interessante observar o exato momento do rompimento de um
cisto de espermatides para o limen (Figura 19C), caracterizado como a fase final de

maturacdo dos espermatozoides e assim a liberagdo dos gametas para a reproducédo. A

figura 19D destaca a célula de Sertoli, que esta localizada ao redor dos cistos.

Figura 19: Secc¢des histologicas de testiculos de Astyanax bimaculatus. A) Visdo geral do
testiculo com o limen preenchido com espermatozoides (SZ) e a presenca de cisto em diferentes
fases da espermatogénese; B) Visdo detalhada, no qual ha a presenca de cistos formados por
espermatogodnias (cabeca de seta branca), espermatocitos priméarios (SP) e secundarios (SS), e
espermatides (ST), com o limen completo por SZ C) Detalhe para o cisto de espermétides
rompendo para o limen (cabeca de seta branca); D) Viséo detalhada com enfoque na célula de
Sertoli, indicada pela cabega de seta branca A) Barra= 100um B) Barra=7,5um C) Barra=50um
D) Barra=20pum. Hematoxilina-eosina, PAS+hematoxilina+Metanil Yellow.
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4.3.Anélises hormonais

4.3.1. Concentracdo plasméatica de 11-cetotestosterona

Durante o periodo de exposicdo ao pH é&cido, foi possivel notar uma
variacdo na concentracdo de 11-KT, no entanto, quando em exposicdo aos metais,
houve uma tendéncia de elevacéo, mas que néo se diferenciou dos efeitos causados pelo
pH &cido. Portanto, houve um aumento na concentracdo de 11-KT em 24h nos animais
do grupo pH-ac em relacdo ao CTR-n (P<0,001), mantendo os valores iguais ap6s 96h
de exposicdo. J& quando em exposicdo ao Al, houve uma elevacdo em 96h (P<0,001),
no entanto, ndo foi estatisticamente diferente dos animais do grupo pH-ac (Figura 20A).
Ja 0 Mn, ndo apresentou essa tendéncia em aumentar a concentracao além do que foi
constatado para os animais do grupo pH-ac em 96h (Figura 20C). Os animais do grupo
Al-Mn ndo apresentaram nenhuma alteracdo na concentracdo desse hormonio durante o
periodo agudo de exposicdo (Figura 20E). Os animais do grupo CTR-n também
apresentaram um aumento na concentracdo plasmatica de 11-KT em 96h (P<0,001).

No periodo de recuperacao, os animais dos grupos pH-ac, Al apresentaram uma
recuperacdo ja em 120h, ndo apresentando diferencas significativas em relacdo ao CTR-
n (Figura 20B), embora ambos os grupos tenham apresentado um aumento significativo
em 192h (P=0,013 e 0,001, respectivamente). Ja os animais do grupo Mn apresentaram
uma diminuicdo em relacdo ao CTR-n em 120h (P<0,001), se recuperando apenas em
192h (Figura 20D), porém também apresentaram um aumento nas concentragdes em
192h (P<0,001), assim como os animais do grupo pH-ac (P=0,011). Os animais do
grupo Al-Mn apresentaram uma diminuicdo em 192h (P=0,004) em relacdo ao CTR-n
(Figura 20F). Assim como nos demais, 0s animais do grupo pH-ac apresentaram um

aumento nas concentragdes em 192h (P=0,008).
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Figura 20: Concentracdo plasméatica de 11-cetotestosterona em machos de Astyanax

bimaculatus apds exposicdo aguda (24 e 96 horas) e recuperacdo (120 e 192 horas). (A) Al
agudo; (B) Al recuperacgéo; (C) Mn agudo; (D) Mn recuperagéo; (E) Al-Mn agudo; (F) Al-Mn

recuperacao. Simbolos diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre os grupos

em um mesmo periodo experimental. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas

significativas entre os periodos experimentais em um mesmo grupo.
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4.3.2. Concentracao plasmatica de testosterona

Em 24h, os animais dos grupos pH-ac e 0 Mn aumentaram a concentragdo de T
(P<0,001 e 0,004, respectivamente), sendo que os animais do grupo pH-ac mantiveram
0s mesmos valores em 96h enquanto que os animais do grupo Mn aumentaram suas
concentragfes (P<0,001) (Figura 21C). JA o Al causou um aumento ja em 24h
(P=0,015) e também em 96h (P=0,007), ultrapassando as concentra¢Bes encontradas no
grupo pH-ac (P<0,001) (Figura 21A). Os metais Al-Mn combinados ndo foram capazes
de alterar as concentracGes de T em 96h (Figura 21E).

No periodo de recuperacao, os animais dos grupos CTR-n e Al apresentaram um
aumento em 120h, enquanto que os animais do grupo pH-ac permaneceram em
concentracdes baixas, resultando em uma diferenca significativa entre esses grupos em
relacdo ao pH-ac (P<0,001 para ambos os grupos). Ja em 192h, o quadro se alterou, uma
vez que o0s animais do grupo Al se mostraram diferentes estatisticamente do grupo
CTR-n (P=0,001) e do grupo pH-ac (P=0,02), e portanto houve a recuperacdo apenas
dos animais do grupo pH-ac em 192h (Figura 21B). Em 120h, os animais do grupo Mn
e pH-ac apresentaram uma diferenca significativa em relacdo ao CTR-n (P<0,001 para
ambos o0s grupos), no entanto em 192h eles foram capazes de se recuperar, se
assemelhando aos valores encontrados para CTR-n (Figura 21D). Os animais do grupo
Al-Mn, assim como no periodo agudo, ndo apresentaram diferencas significativas
durante a recuperacdo, embora esteja diferente do grupo CTR-n em 120h (P<0,001) e
em 192h (P=0,011) (Figura 21F).
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Figura 21: Concentracdo plasmatica de Testosterona em machos de Astyanax bimaculatus ap6s

exposicdo aguda (24 e 96 horas) e recuperagdo (120 e 192 horas). (A) Al agudo; (B) Al

recuperacdo; (C) Mn agudo; (D) Mn recuperacdo; (E) Al-Mn agudo; (F) Al-Mn recuperacéo.

Simbolos diferentes indicam diferengas estatisticas significativas entre 0s grupos em um mesmo

periodo experimental. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre os

periodos experimentais em um mesmo grupo.
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4.3.3. Concentracao plasmadtica de 17p-estradiol

Em relagdo as concentragdes de E,, os animais dos grupos CTR-n, o pH-ac, Al e
Al-Mn apresentaram o mesmo perfil durante o periodo de exposicédo, apresentando uma
diminuicao apos 96h (P<0,001 para todos) (Figuras 22A, 22E). J& nos animais expostos
ao Mn, houve um aumento na concentragdo de E, em 24h em relagdo ao CTR-n
(P=0,015) e ao pH-ac (P=0,013) (Figura 22C), porém os valores também diminuiram
em 96h (P<0,001).

Todos os grupos foram capazes de se recuperar no periodo em agua livre de
metais, ndo apresentando diferencas significativas em relagdo ao CTR-n (Figuras 22B,
D e F), podendo observar apenas uma diminui¢cdo na concentracdo plasmatica de E; nos
animais dos grupos Al-Mn em 192h (P=0,017), mas que se mantém igual ao CTR-n
(Figura 22F).
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Figura 22: Concentragdo plasmatica de 17p-estradiol em machos de Astyanax bimaculatus ap6s
exposicdo aguda (24 e 96 horas) e recuperagdo (120 e 192 horas). (A) Al agudo; (B) Al
recuperacdo; (C) Mn agudo; (D) Mn recuperacdo; (E) Al-Mn agudo; (F) Al-Mn recuperacéo.

Simbolos diferentes indicam diferengas estatisticas significativas entre 0s grupos em um mesmo

periodo experimental. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre os

periodos experimentais em um mesmo grupo.
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4.3.4. Efeitos nas concentracdes de cortisol

A exposicdo ao pH 4acido e aos metais ndo causaram alteracGes na
concentracdo de C. Uma vez que nao houve efeito, no periodo de recuperacédo os valores
se mantiveram iguais ao periodo agudo. Apenas uma alteracdo foi verificada nos
animais do grupo CTR-n, que apresentaram diminui¢do da concentragdo de C em 96h
(P=0,007) (Figura 23A), o que manteve os valores deste esteroide nos animais deste
grupo abaixo dos animais expostos ao pH acido. Ja na recuperacdo, esse mesmo grupo

apresentou um aumento da concentragdo de C em 192h (P=0,001) (Figura 23B, D e F).
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Figura 23: Concentracdo plasmatica de cortisol em machos de Astyanax bimaculatus apos
exposicdo aguda (24 e 96 horas) e recuperacdo (120 e 192 horas). (A) Al agudo; (B) Al
recuperacao; (C) Mn agudo; (D) Mn recuperacdo; (E) Al-Mn agudo; (F) Al-Mn recuperacao.
Simbolos diferentes indicam diferengas estatisticas significativas entre os grupos em um mesmo
periodo experimental. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas significativas entre os

periodos experimentais em um mesmo grupo.
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4.4.Concentragdo espermatica

A concentragdo espermaética se da pelo nimero de espermatozoides presentes em
1ml de sémen. Para isso foram realizadas diluicdes e calculos para que fosse possivel a
contagem, a estimativa deste nimero e assim avaliar se os metais utilizados e o pH
acido influenciaram nesta varidvel. Antes do processo de contagem, algumas
observacdes foram realizadas durante as coletas. Em alguns animais, quando realizado o
processo de pressao abdominal para a extrusdo do sémen, ndo foi possivel obter sémen.
No periodo de exposicdo aguda de 96 horas, dentre os 30 animais que foram
amostrados, em 6 animais (independente do grupo experimental) ndo foi possivel
coletar sémen mesmo apés a pressao abdominal. Além disso, em outros casos, alguns
animais mesmo com a extrusao do sémen, na hora da contagem apresentaram poucos
espermatozoides, pois a média normal observada era de 30 espermatozoides por
quadrante da camara hematimétrica de Neubauer, e esses animais, em especifico,
apresentavam menos de 10 espermatozoides por quadrante.

Um caso especifico que ocorreu durante o periodo agudo foi a presenca de um
animal intersexo, uma vez que apresentava gdnadas masculinas e femininas bem
desenvolvidas (Figura 24). Esse animal se encontrava no grupo pH-ac, e especialmente
nesse grupo, foram encontrados mais animais com poucos espermatozoides ou que nao
tenha sido possivel coletar sémen.

No periodo de recuperacao ndo foi possivel coletar sémen em 7 animais dentre
os 30 amostrados, e além disso, 5 animais apresentaram poucos espermatozoides por
quadrante, com valores menores que a média, que também foi de 30 espermatozoides

por quadrante.
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Figura 24. Astyanax bimaculatus. Animal intersexo. Legenda: T: testiculos; Ov: ovarios.

A partir da analise microscopica foi possivel observar que ambas as génadas
apresentadas por esse animal se encontravam em estagio final de maturacdo, com a
presenca de estrutura que evidenciam essa situa¢do. Do ponto de vista externo, o animal
apresentava a sua morfologia masculina, com o corpo mais alongado e a aspereza da
nadadeira anal, caracteristicas essas especificas para machos dessa espécie. No entanto,
em cortes histologicos realizados tantos nos ovarios como nos testiculos, mostraram a
existéncia de estruturas como odcitos vitelogénicos e com nucleos centrais (Figuras 25
A e B), além de odcitos perinucleolares, ao passo que, os testiculos desse mesmo
espécime exibiram o lumen completo por espermatozoides, além de cistos em diferentes
fases de desenvolvimento espermatogénico (Figuras 25 C e D), o que mostra o seu

estagio final de maturacéo.
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Figura 25: Seccéo histologica das gonadas de espécime intersexo de Astyanax bimaculatus. A)

Ovérios em fase de maturagdo avancada com a presenga de oocitos vitelogénicos (VTG), com
nucleos centrais (cabega de seta preta) e oocitos perinucleolares (P); B) Visdo detalhada de um
odcito vitelogénico (VTG) com ndcleo central (cabega de seta preta); C) Testiculos em fase de
maturacdo final com a presenca de Iimen completo por espermatozoides (SZ); D) Visdo
detalhada, evidenciando cistos de espermatogbdnias (SG), espermatdcitos primarios (SP),
espermatocitos secundarios (SS) e espermétides (ST). Barra: A) 200um; B e C) 100um; D)
50um. Hematoxilina-eosina, PAS+hematoxilina+Metanil Yellow.
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Ap0s a contagem dos espermatozoides, foram constatadas algumas alteracfes na
concentracdo espermatica durante o periodo de exposicdo, e verificou-se uma
diminuicdo na concentragdo em 96h nos animais do grupo pH-ac (P=0,020), sendo que
0 Al ndo causou nenhuma alteracdo significativa (Figura 26A). Quanto ao grupo de
animais expostos ao Mn, houve uma diminui¢cdo na concentracdo espermatica em 96h,
assim como os animais dos grupos CTR-n e pH-ac (P=0,002) (Figura 26C). O grupo Al-
Mn ndo apresentou nenhuma alteracdo durante o periodo de exposicdo aguda (Figura
26E).

Durante o periodo de recuperacéo, a concentracdo espermatica nos testiculos dos
animais dos grupos pH-ac Al e Mn restabeleceram os valores em comparagéo ao CTR-
n, demonstrando que o periodo de exposi¢do em agua livre de metais foi suficiente para
que os animais se recuperassem do efeito da acidez da agua e dos metais. No entanto, o
grupo Al-Mn apresentou um aumento nos valores em 192h (P=0,017). No entanto os
valores se mantiveram semelhantes ao CTR-n, indicando a capacidade de recuperagédo
as condicoes iniciais (Figura 26F).
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Figura 26: Concentracdo espermatica em machos de Astyanax bimaculatus apds exposicao
aguda (24 e 96 horas) e recuperacao (120 e 192 horas). (A) Al agudo; (B) Al recuperagéo; (C)
Mn agudo; (D) Mn recuperagdo; (E) Al-Mn agudo; (F) Al-Mn recuperagdo. Simbolos diferentes
indicam diferencas estatisticas significativas entre 0s grupos em um mesmo periodo
experimental. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre os periodos

experimentais em um mesmo grupo.
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5. Discussao

5.1. Parametros fisico-quimicos da 4gua

O pH é considerado um dos fatores mais importantes que influenciam a
toxicidade de vérias substancias presentes na agua, como 0s compostos nitrogenados
(amdnia, nitrato, nitrito), o cianeto e os metais (Aragdo & Araujo, 2006). A solubilidade
de metais, como o Al e Mn ocorre em funcdo do pH e este é o fator abidtico mais
importante no controle da toxicidade, principalmente do Al (Muorinen et al., 2003). Este
fato foi observado no presente experimento, principalmente em relacdo ao Al, pois nos
momentos em que o pH se apresentava mais baixo foram medidas as maiores
concentracfes de Al (ap6s a troca de &gua). A partir do momento em que as
caracteristicas fisico-quimicas da agua foram capazes de causar um tamponamento no
valor do pH a concentracdo de Al tendia a diminuir. Esta diminuicdo na concentracdo
pode ter ocorrido pela diminuigdo da solubilidade do metal na dgua e/ou deposicdo do
metal nos tecidos dos animais.

Visto o papel do pH na solubilidade dos metais foi necessario o seu controle e
monitoramento, garantindo assim que estes permanecessem biodisponiveis para 0s
animais, motivo pelo qual o experimento foi conduzido em pH é&cido. Para o valor de
pH 5,5, determinado para esse experimento, as principais formas de Al encontrado sdo
AIOH?" e AIOH," (Buckler et al., 1995). Além disso, 0 monitoramento diario do pH foi
realizado para ndo haver interferéncias nos resultados, ja que o pH isoladamente foi
capaz de afetar a concentracdo hormonal nos peixes.

A temperatura e o oxigénio dissolvido destacam-se também, sendo os principais
fatores abidticos que podem interferir nos resultados de ensaios ecotoxicologicos
(Aragdo e Araujo, 2006). O oxigénio dissolvido influencia na toxicidade de vérias
substancias dissolvidas na agua, enquanto que a temperatura atua no metabolismo
energético, e tem influéncia na solubilidade de muitas substancias, inclusive do
oxigénio, além de ser capaz de modificar a estrutura quimica de diversas substancias
dissolvidas (Aragdo e Araljo, 2006). Portanto, é de grande importancia manter sob
condicBes ideais e controladas a concentracdo de oxigénio dissolvido e o valor da

temperatura em estudos ecotoxicologicos, o que foi mantido no presente experimento,
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para ndo haver interferéncias que potencialmente mascarassem 0s resultados
decorrentes dos metais. As concentracGes de oxigénio dissolvido foram mantidas acima
de 6 mg.L? durante o experimento, concentracdo esta considerada acima do
requerimento minimo da maioria dos teleosteos (Boyd, 1990); a temperatura se manteve
estavel, a 24,83°C + 0,14, o que é considerada ideal para peixes tropicais, ja que engloba
temperaturas de 22 a 28°C (Huet, 1974).

Além disso, compostos nitrogenados, em altas concentracfes podem ser
deletérios para os peixes, podendo causar distarbios fisiologicos e até a morte (Ruyet et
al.,1997). Portanto, é necessario que haja 0 monitoramento e controle desses fatores
para que ndo atuem negativamente sobre os organismos. Visto que a troca de 90% da
agua dos aquarios era realizada diariamente, ndo ocorreu 0 acimulo de compostos
nitrogenados na agua, ndo interferindo sobre os efeitos dos metais.

O carbono organico também pode atuar sobre a biodisponibilidade de metais,
uma vez que contém grupos funcionais de &cido carboxilico negativamente carregados,
que possuem a capacidade de se complexar a metais, incluindo o Al, dependendo do pH
ambiental, o que pode alterar a biodisponibilidade dos metais (Dennis e Clair, 2012).
Sugere-se que os valores encontrados na agua ndo foram capazes de interferir sobre a

conformagédo dos metais estudados.



53

5.2. Analises hormonais

As variacBes observadas na concentracdo plasmatica dos esteroides gonadais,
principalmente dos androgenos evidenciam que os metais Al e Mn, além do pH acido de
forma isolada atuaram como desreguladores enddcrinos em machos de A. bimaculatus.
Adicionalmente, a manutencdo dos animais por 96 horas adicionais em agua livre de
metais, na maioria dos casos, foi suficiente para a recuperagdo dos niveis iniciais destes
horménios, restabelecendo os valores encontrados para os animais do grupo CTR-n. Em
experimentos conduzidos por Nilsen et al. (2013) em salmdo do Atlantico, foram
necessarias mais de duas semanas para uma recuperacao total apds exposi¢do ao pH
acido e também ao Al no que diz respeito aos efeitos causados sobre funcgdes
fisioldgicas. O pH acido, uma condicdo necessaria para que 0s metais estudados sejam
mantidos biodisponiveis, de forma isolada foi um fator importante capaz de causar
alteracbes nas concentracdes plasmaticas de 11-KT e T, mostrando que apenas a
acidificacdo do meio foi capaz de causar alteragdes na fisiologia reprodutiva dos
animais. Sdo bem estabelecidos os efeitos que a acidificacdo pode causar sobre o0s
organismos e a capacidade em inibir a atividade reprodutiva de peixes (Sangalang,
1990). Haines e Baker (1986) reportaram que efeitos adversos sobre a sobrevivéncia,
crescimento e reproducdo das populacfes de peixes tém sido diretamente atribuidos a
acidificacdo das aguas. Beamish (1974) ja ressaltava que a acidificacdo dos ambientes é
muitas vezes acompanhada pelo aumento na concentracdo ibnica de metais pesados e 0
efeito de ambos é dificil de separar.

A chuva &cida tem causado reducdo e extincdo de populacBes de salméo no sul
da Noruega, desde o final do século XIX (Hesthagen e Hansen, 1991). Embora rios
acidificados cronicamente tenham recebido mais atencdo, varios estudos tém
demonstrado efeitos fisioldgicos graves e mortalidade de peixes nesses ambientes
(Monette e McCormick , 2008). Essa condi¢do tem causado alteracfes na fisiologia
desses animais, como efeitos na osmorregulacio, alterando os niveis de Na* e CI e
atividade da bomba Na'/K", causados ndo apenas pela exposi¢do ao pH &cido, mas
também em conjunto a formas catiénicas de Al que se tornam biodisponiveis nessas
condicdes (Nilsen et al., 2013).

As alteracbes encontradas no presente trabalho sugerem que a via
esteroidogénica de androgenos sofreu alteracGes decorrentes da exposi¢do aos metais e

ao pH acido, em momentos distintos do experimento. Hontela e Lacroix (2006)
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ressaltam que a atividade enzimatica pode ser afetada pela acdo de metais, seja de forma
estimulatoria ou inibitdria, e todos os tecidos e tipos celulares podem ser alvos de um
desregulador enddcrino (Lawrence et al., 2003). Uma vez que a via pela qual os
androgenos sintetizados é a mesma, pode haver um aumento na atividade de enzimas
envolvidas nessa via, e assim uma maior producdo de T e 11-KT.

Essa producdo elevada pode ser explicada pela alteracdo da tatica reprodutiva
dos animais (Vazzoler, 1996) que podem se ajustar a uma condi¢do ambiental
estressante, causada ndo sO pelos metais mas também pelo pH &cido, e assim acelerar a
maturacdo final dos gametas, processo que demanda altas concentracdes de 11-KT, T,
além de 17020B DHP, garantindo o seu sucesso reprodutivo, como observado em
fémeas de O. niloticus, que apresentaram niveis mais elevados de progestagenos quando
expostas ao pH &cido (Correia et al., 2010). O 11-KT induz a espermatogénese a partir
da proliferacdo das espermatogonias até a fase de espermiogénese, permitindo que haja
0s processos de meiose até o momento da espermiacdo (Schulz et al., 2010). No
presente estudo, o aumento de 11-KT foi observado principalmente pelo efeito causado
pelo pH &cido, uma vez que em exposicdo ao Al a concentracdo se manteve igual a
resposta gerada pelo pH acido. J4 a T, embora menos efetiva que o 11-KT, também
participa da espermatogénese e estimula a atividade hipotaldmica e hipofisaria, e
consequentemente, nesse caso, a ativagdo dos testiculos (Weltzien et al., 2002).
Zelennikov et al. (1999) constataram um aumento nos niveis plasmaticos de T em
juvenis de esturjdo russo em exposi¢do ao pH éacido, e atribuiu esse aumento como
forma de manutengdo da homeostase frente a condigdes estressantes do meio. O
aumento de T foi constatado no grupo pH-ac em 24 horas, e quando em exposicao ao Al
foi observado um aumento ainda mais expressivo, sugerindo uma maior necessidade do
organismo em se ajustar aos efeitos da exposicdo ao metal, com uma necessidade por
hormdnios andrégenos para finalizar a maturacao.

Assim como o Al, a acdo do Mn foi observada por Lee et al. (2006) e estes
autores constataram que baixas concentrages desse metal foram capazes de induzir a
producdo de LH, FSH e T em machos de ratos, e induzir a matura¢do desses animais na
fase pré-pubere, mesma situacdo observada para o horménio T que teve sua
concentracdo plasmatica aumentada em A. bimaculatus ap6s 96 horas de exposi¢éo ao
Al e Mn. Alem dos androgenos, a concentracdo de E, também se elevou apés 24 horas
de exposicdo ao Mn, em relagdo aos grupos CTR-n e ao pH-ac, embora o perfil de

diminuicdo da concentracdo em 96h tenha sido observado nesses trés grupos. O E;
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possui uma importante participacdo nas fases iniciais de espermatogénese e renovacao
celular (Knapp e Carlisle, 2011), no entanto pelo fato desses animais se encontrarem ja
em uma fase final de maturacdo, a diminuicdo desse hormonio sugere uma mobilizagédo
principal dos androgenos. Além disso, ha a possibilidade de interferéncia dos metais e
do pH acido na enzima de conversdo aromatase possibilitando o aumento da
concentracéo de T (e 11-KT), e a consequente reducdo de E, (Lawrence et al., 2003).

Diferente do observado para os andrégenos e estrégenos, o horménio C nao se
alterou frente a exposicdo aos metais, isolados ou combinados e ao pH acido
isoladamente. Esse resultado se mostrou distinto do que é comumente observado na
literatura, uma vez que, frente a uma situacéo de estresse, as vias de corticosteroides sdo
ativadas, aumentando a producdo desse horménio para que respostas rapidas, como a
manutencdo da homeostase, sejam produzidas (Hontela e Lacroix, 2006). A
concentracdo plasmatica de C nos animais expostos aos metais se manteve igual aos
animais do grupo CTR-n durante todo o periodo de exposi¢do aguda, apresentando
algumas variacGes apenas no grupo CTR-n, tanto no periodo agudo quanto na
recuperacdo, podendo atribuir essas alteracfes a fatores como tempo de permanéncia
nos aquarios, ja que neste periodo os animais se encontravam em agua livre de metais.
De alguma forma, o suposto estresse causado pela exposicdo aos metais ndo foi
suficiente para induzir a resposta rapida de elevacdo de corticosteroides, ou ainda, a
resposta pode ter ocorrido antes do periodo de coleta, realizado ap6s 24 horas de
exposicao aos metais.

Ozaki et al. (2006) observaram que em baixas doses, 0 C é capaz de induzir a
mitose de espermatogbnias através do aumento na producdo de 11-KT em enguias
japonesas, enquanto que altas doses inibem esse processo. Os autores relacionam 0s
efeitos estimulatdrios a habilidade do C e das catecolaminas no processo de mobilizacédo
energética. Diante disso, a manutencdo inalterada da concentracdo de C em A.
bimaculatus sugere que a exposi¢do aos metais ndo necessariamente tenha alterado o
recrutamento energético diferenciado em machos de A. bimaculatus. Esse quadro é
diferente daquele observado por fémeas da mesma espécie, que alteraram o
metabolismo de lipidios e proteinas (Vieira, 2012; Vieira et al., 2013) e apresentaram a
concentracdo plasmatica de C reduzidas (Correia, 2012) ap0s a exposi¢do ao Al e ao
Mn, evidenciando que a sensibilidade das fémeas aos metais demanda ajustes

metabolicos mais pronunciados.
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Em testes ecotoxicoldgicos, nos quais as condi¢cGes sdo controladas para
determinar especificamente os efeitos dos compostos quimicos (Bertoletti, 2000),
alteracbes nas condicGes da agua, auséncia da microbiota e altera¢fes na alimentacdo
podem gerar situacdes de estresse aos organismos, e mesmo que 0s metais ndo estejam
mais atuando no periodo de recuperacdo ou no CTR-n, ou mesmo que as condi¢bes
determinadas sejam adequadas para a sobrevivéncia dos animais, alteragdes como estas
podem postergar os efeitos deletérios e ter estimulado a sintese desses hormaonios.
Porém, ndo s6 efeitos de confinamento, mas outras vias de acdo podem ter
desencadeado o aumento na concentracdo plasmatica dos horménios estudados na
auséncia dos metais e do pH &cido. A via esteroidogénica, na qual os andrégenos, assim
como E; e os corticosteroides, como o C, sdo produzidos é a mesma e muitas relacdes
entre estes horménios ja € conhecida, como a modulacdo da producdo de C pelos
estrdgenos, producdo de corticosteroides pelos testiculos e até em algumas espécies, a
estimulacdo da espermiagdo pelo cortisol (revisdo em Milla et al., 2009). Segundo
Magalhées e Ferrdo Filho (2008) uma situacéo de estresse surge quando algum fator
ambiental se altera ou quando um organismo encontra-se fora de seu nicho ecoldgico,
podendo sobreviver temporariamente a estas condicdes.

O periodo de permanéncia por 96 horas em agua livre de metais foi suficiente, na
para a recuperacdo dos niveis plasmaticos dos esteroides analisados na maioria das
situacbes, visto que as concentracbes hormonais, comparadas ao grupo CTR-n
apresentaram valores similares a esse grupo. Essa resposta pode ser atribuida a diversos
fatores relacionados as vias de sintese e/ou excre¢do hormonal, ou ainda processos
como a sulfatacdo e glucoronidacdo podem ser ativados nesse momento, tornando os
horménios mais sollveis e assim, podem ser eliminados pela urina (Norman e Litwack,
1997).

O grupo dos teledsteos possui uma grande variedade de estratégias e taticas de
sobrevivéncia, conferindo grande plasticidade ao ambiente em que vive e as condic¢oes
impostas por esse local, sendo os Characiformes uma ordem em destaque, pois
apresentam grande divergéncia fenotipica adaptativa, especificamente o género
Astyanax, um dos mais comuns e diversificados da familia Characidae com centenas de
especies (Orsi et al., 2004). Portanto, diante da alta plasticidade desse género, podem-se
esperar diversas formas de respostas frente ao ambiente em que se encontram, pois, ao
enfrentarem um ambiente poluido, estes podem alterar suas func¢Ges bioldgicas, como

aqui observado. Ao se constatar que a perpetuacdo de uma espécie no ecossistema esta
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diretamente relacionada a sua capacidade reprodutiva, na presenca de poluentes, esta
precisa se ajustar as novas condi¢Bes para permanecer no ambiente bem como garantir a
sua reproducdo (Kime, 1995).

Diversos estudos sugerem que a resposta ao estresse varia entre as espécies,
dependendo principalmente do tempo em que esse estresse ocorre e a natureza do
agente estressor (Schreck et al., 2001). Essa diversidade ocorre uma vez que a resposta
encontrada em um animal pode ndo ser a mesma em outro quando testada a mesma
concentracdo de determinada substancia potencialmente estressora, ou ainda, quando
diferentes concentracfes geram resultados distintos. Portanto, juntamente a plasticidade
do animal, outros fatores podem atuar sobre uma resposta ao estresse. Os potenciais
desreguladores enddcrinos comecam agir em niveis em que ndo h& estresse ou
desconforto aparente causados nos animais, podendo este sobreviver e se reproduzir
tanto quanto um animal que ndo foi exposto a nenhum contaminante. Portanto, o estudo
de potenciais contaminantes em baixos niveis de organizacdo permite reconhecer o
problema antes mesmo que este cause a morte dos organismos, e um futuro declinio de
populacdes (Kime, 1999). Tendo em vista que os sistemas fisiologicos estdo
intrinsecamente relacionados, alteracfes no sistema enddcrino podem desencadear
respostas nas vias reprodutivas.

Os dados até entdo mostram que 0s metais podem ser considerados EDC’s, e sdo
varias as vias pelos quais estes podem atuar e 0 pH acido pode ndo s6 causar efeitos
isoladamente como potencializar o efeito sobre as concentra¢fes plasmaticas. O motivo
pelo qual ha um estimulo ou a inibicdo na producdo de hormdnios esteroides ainda é
obscuro, no entanto, em vista da alta plasticidade dos peixes, particularmente desta
espécie, ao testar concentracdes sub-letais aos organismos, esses metais podem gerar
efeitos sobre o sistema enddcrino, mas ndo a ponto de gerar danos ao organismo como
um todo (Kime e Nash, 1999). Vérios estudos vém sendo desenvolvidos para entender
os efeitos de EDC’s na fisiologia dos organismos, no entanto, existe uma infinidade de
fatores que influenciam nos efeitos, e nesse caso, ainda sdo necessarias ferramentas para
elucidar os mecanismos de a¢do desses metais.

Nos ultimos tempos, a poluicdo ambiental por agentes quimicos, conhecidos
como EDC’s tem estimulado ou bloqueado processos biologicos e estes compostos tém
sido reconhecidos por interferir em vias sensiveis de hormonios que regulam as funcdes
reprodutivas (Miura et al., 1999). Quanto aos possiveis mecanismos pelos quais 0s

metais podem atuar, Laskey e Phelps (1991) sugeriram que podem ocorrer diferentes
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vias de atuacdo de cations, como o cadmio, niquel, cobalto e zinco na inibi¢do ou
estimulacdo na producdo de T. Os sitios de inibicdo estariam em etapas do processo
anteriores a acdo da P450scc (side-chain cleavage), enzima que quebra a cadeia lateral
do colesterol, convertendo este precursor em pregnenolona. Ja, segundo estes mesmos
autores, os sitios de estimulacdo da producdo de esteroides, desencadeada por estes
cations seriam nas etapas posteriores a agdo da P450scc e a sintese de progesterona. 1sso
mostra que os cations podem atuar em diferentes vias, inibitoria/estimulatoria como na
membrana plasmatica, adenilato ciclase, ou até mesmo na utilizacdo de colesterol
mitocondrial a partir de interacdes com ions calcio, proteinas de membrana (P450scc)
ou com lipidios (Mgbonyebi et al., 1994).

Concluimos que o Al e o Mn, isoladamente ou combinados, assim como a acidez
da agua agem como EDC’s em machos de A. bimaculatus no periodo reprodutivo,
principalmente estimulando a sintese de andrégenos, causando uma alteracdo no sistema
fisiologico. O pH é&cido, isoladamente, foi o principal fator que causou alteracdes na
concentracdo dos hormonios esteroides. Fica claro ainda que a manutencdo dos machos
maduros nas condi¢Bes experimentais também altera a concentracdo de androgenos
plasmatico, independente de qualquer associacdo com metais ou variaces de pH. Estes
dados sugerem que a adocdo de taticas reprodutivas alternativas desta espécie, no
ambiente natural impactado, pode prejudicar de alguma forma a estratégia reprodutiva

da espécie.

5.3. Concentracdo espermatica

Os contaminantes podem alterar a qualidade do sémen de diversas formas, seja
alterando o numero de espermatozoides ou mesmo a sua qualidade, podendo gerar
espermatozoides defeituosos, assim como alterar o volume do liquido seminal e a
motilidade dos espermatozoides, diminuindo a sua eficiéncia na fertilizagdo (Kime e
Nash, 1999). Por isso, optou-se por conhecer a dindmica desta variavel que poderia ser
potencialmente influenciada pelos metais.

Diante dos resultados obtidos, pode-se inferir que os baixos valores de
concentracdo espermatica encontrado nos animais do grupo pH-ac pode ser decorrente
da presenca do animal intersexo presente nesse grupo, que pode ter estimulado a
espermiacdo dos machos durante o periodo de exposicdo aos metais e assim, ter

diminuido seus estoques de espermatozoides. O fato de existir um animal intersexo €
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preocupante, pois ndo existem registros de que esse género possua tal caracteristica. No
entanto, registros de animais intersexo também j& foram obtidos no estudo morfoldgico
de testiculos de A. altiparanae, inclusive com maior incidéncia no periodo do veréo,
quando os animais estdo sexualmente maduros (Costa, 2011), assim como em Astyanax
fasciatus, quando foram encontrados animais intersexo também no periodo reprodutivo,
mas em regies proximas a efluentes domésticos e agricultura, causando alteracdes na
qualidade da &gua (Prado et al., 2011).

A explicacdo mais pertinente € que a exposicdo desses animais a algum
desregulador endocrino (Prado et al., 2011) resulte em um animal com o
desenvolvimento das gonadas tanto masculina quanto feminina, com a existéncia de
gametas masculinos e femininos, 0 que mais uma vez pode ser resultado da alteragdo
nos processos de aromatizacdo da testosterona. Uma vez que se trata de um animal com
gbnadas femininas, este pode possuir grandes concentracfes de hormdnios como
progestagenos, estrdgenos e feroménios sexuais (Stacey, 2011), o que pode ter atuado
sobre os demais animais, podendo estimular a espermiagéo destes.

Uma diminuicdo observada também no CTR-n e no grupo pH-ac pode indicar
uma necessidade desses animais em adiantar a reproducdo apdés um periodo de
confinamento, uma vez que também pode ter gerado alguma forma de estresse nesses
animais, indicando a necessidade de espermiacdo, assim como foi observado para
alguns horménios esteroides analisados nesse estudo, mostrando que outros fatores,
principalmente abioticos, podem estar relacionados a resposta distinta também no grupo
CTR-n.

Nas analises histoldgicas néo foi possivel indicar o motivo pelo qual houve uma
diminuicdo na concentracdo espermatica, uma vez que a maioria das laminas indicava
ou testiculos em estadio avancado de maturacdo, com a presenca de grande quantidade
de espermatozoides no lumen, ou de forma oposta, lumens vazios, indicando a

espermiacdo desses animais, no caso, induzida para a contagem dos espermatozoides.
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6. Conclusoes

» Os metais Al e Mn, de forma isolada, além do pH acido foram capazes de atuar
como desreguladores endodcrinos, permitindo um ajuste do animal as novas
condigdes expostas;

» O pH &cido, isoladamente, foi o principal fator que causou alteragbes na
concentracdo dos hormdnios esteroides;

» O Al se mostrou mais prejudicial em relacdo ao Mn, causando alteracdes

significativas na concentracdo plasmética de horménios andrégenos.
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/. Resumo

Os metais podem causar efeitos adversos de grande amplitude na funcgéo reprodutiva de
animais, principalmente em organismos aquaticos. Eles podem alterar o sistema
enddcrino, atuando na esteroidogénese, afetando o processo reprodutivo dos peixes.
Nosso objetivo foi investigar os efeitos dos metais aluminio (Al) e manganés (Mn) em
pH &cido sobre a esteroidogénese de machos de Astyanax bimaculatus, sexualmente
maduros, apos uma exposicao aguda de 96 horas e avaliar se 0s animais foram capazes
de recuperar dos possiveis efeitos destes metais em agua livre de metais. Esses animais
foram expostos a uma concentracdo nominal de 0,5 mg.L™" de Al e Mn (isolados ou
combinados), e os grupos experimentais foram mantidos em pH acido (5,5) para manter
0s metais biodisponiveis. Foi realizada uma exposicdo aguda de 96 horas, com
amostragens em 24h e 96h, e depois também um periodo de 96h em agua livre de
metais, com amostragens em 120h e 192h, a partir do o inicio do experimento. Foram
determinadas as concentra¢fes plasmaticas de testosterona (T), 11-cetotestosterona (11-
KT), 17B-estradiol (E,) e cortisol (C) por ELISA. Além disso, foram realizadas analises
histologicas dos testiculos e avaliagdo da concentracdo espermatica. Os metais
estudados, além do pH &cido, foram capazes de aumentar as concentragcdes plasmaticas
dos androgénos T e 11-KT. Também foi observado um aumento transitério de E, em
24h, mas apenas em animais expostos ao Mn e depois uma diminuicdo em 96h. A
exposicdo ao pH acido e metais, sozinhos ou combinados ndo provocou alteracfes nos
niveis de C. Sendo assim, Al e Mn , assim como a acidez da agua podem atuar como
desregulador enddcrino em machos de A. bimaculatus, principalmente por estimulacao
da sintese de androgénos, causando alteracGes no sistema fisioldgico. Além disso, 96
horas foram suficientes para que o0s animais se recuperassem. Os testiculos
encontravam-se em estagio avancado de maturagdo, enquanto que a concentragdo
espermatica ndo apresentou alteracfes significativas que indicassem a atuacdo dos
metais em conjunto ao pH &cido. Taticas reprodutivas podem ter sido utilizadas pela
espécie para desencadear alteragbes na esteroidogénese testicular, principalmente
acelerando o processo de espermatogénese e espermiogénese, 0 que pode interferir com

a dindmica reprodutiva.
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8. Abstract

Metals can cause adverse wide range effects on reproductive function of animals,
mostly in aquatic organisms. They can alter the endocrine system, acting on gonadal
steroidogenesis, affecting the reproductive process of fish. We aimed to investigate the
effects of the metals aluminum (Al) and manganese (Mn) in acidic pH on the
steroidogenesis of Astyanax bimaculatus males, sexually mature, after an acute
exposure of 96 hours and evaluate if the animals were able to recover of the possible
effects of these metals in the water free of metals. Mature males were exposed to a
concentration of 0.5 mg.I* of Al and Mn (isolated or combined) and the experimental
groups were maintained at acidic pH (5.5) to keep the metals bioavailable. We
performed an acute exposure of 96 hours, with samplings at 24h and 96h, and then also
a period of 96h in water free of metals, with samplings at 120h and 192h from the
beginning of the experiment. We measured the plasma levels of testosterone (T), 11-
ketotestosterone (11-KT), 17B-estradiol (E;) and cortisol (C) by elisaimmunoassay.
Furthermore, histological analysis of testes and evaluation of the sperm concentration
were performed. The metals studied, in addition to acidic pH, were able to alter the
plasma concentration of the androgens T and 11KT. A transitory increase (24h) of E,
levels was also observed, but only in animals exposed to Mn and then a decrease in 96h
occurred. Exposure to acidic pH and metals, alone or combined did not trigger changes
in C plasma levels. Generally, Al and Mn as well as the acidity of water can act as
endocrine disruptor in A. bimaculatus males, mainly by stimulating the androgens
synthesis, causing changes on physiological system. Furthermore, 96 hours in water free
of metals were enough for the animals to recover from the effects of the metals. The
testes were in the advanced stage of maturation, while sperm concentration was not
significantly changed to suggest any influence of metals together with acidic pH in
altering this variable. Reproductive tactic could be used by the species to trigger
changes in testicular steroidogenesis, mainly accelerating the process of
spermatogenesis and spermiogenesis, what may interfere with the reproductive

dynamics.
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