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RESUMO

Compostos desreguladores enddcrinos (CDEs) contaminamecossistemas aquaticos esao
capazes de imitar a acdo de hormdnios enddgenos em peixes. Diante disso, este trabalho
avaliouprimeiramente os efeitos da exposicdo de machos adultos de Poecilia viviparaa uma
mistura ambiental de contaminantes com atividade estrogénica e ao CDE 17 a-etinilestradiol
(EE2), envolvendo a andlise quimica de moléculas estrogénicas na mistura ambiental, e de
pardmetros bioquimicos, comportamentais e reprodutivos. Moléculas com atividade
estrogénica foram quantificadas por cromatografia liquida com espectrometria de massas nas
aguasda Lagoa do Aracgé (LA), do rio Capibaribe (RC) e no Complexo estuarino da Bacia do
Pina (CEBP), regido metropolitana de Recife. Machos adultos de P. vivipara cultivados em
laboratério foram expostos por 14 dias a 4gua limpa controle (EECT), ea 10ngEE2 L™ (EE10)
e 100 ngEE2 L™ (EE100).Em paralelo, machos adultos residentes no CEBP foram coletados
em LA, e trazidos ao laboratério. Machos expostos ao EE2 em laboratdrio e residentes no
CEBP foram colocados em contato com fémeas adultas cultivadas no laboratorio, e 0s casais
foram monitorados por um sistema de video, com posterior avaliagdo quantitativa do
comportamento sexual pelo software de andlise comportamental Smart. Os pardmetros
avaliados foram:nimero de contatos entre machos e fémeas (NC); duracdo média dos contatos
em segundos(YACUBIAN-FERNANDES et al.); distancia media entre machos e fémeas
durante os contatos (DIC). O numero de tentativas de copula dos machos (TC) foi avaliado
por observagdo humana dos videos, e a velocidade natatoria dos machos isolados foi também
quantificada pelo software Smart. ApOs a interagdo entre os casais, fémeas pareadas com
machos controle e LA foram mantidas isoladas em aquérios por 90 dias para quantificacdo do
sucesso de impregnacdo (SI) e do numero de juvenis produzidos (NJP). Machos dos
tratamentos EECT, EE10, EE100 e LA foram sacrificados e a quantidade de vitelogenina no
figado foi avaliada indiretamente por método histoquimico para coloragdo de fosfoproteinas.
As analises cromatograficas indicaram a presenca dos estrogénios estriol (E3), estrona (E1),
EE2 e estradiol (E2), e de bisfenol A (BPA) nas concentragdes médias de 31,8; 19,5; 11,9;
8,6; e 4,2 ng L™, respectivamente, nas 4guas do CEBP, tipicas de &reas urbanas contaminadas
por esgotos domésticos. Machos expostos ao EE2 e provenientes da Lagoa do Araca
apresentaram inducdo de vitelogenina (p < 0,05). O numero de contatos entre machos e
fémeas, e nimero de tentativas de copula dos machos diminuiu nos casais em EE100 e LA (p
< 0,05). A distancia média entre machos e fémeas durante os contatos aumentou em EE100 e
LA (p < 0,05). Machos isolados expostos a EE10 e EE100 apresentaram hiperatividade
natatéria, enquanto machos provenientes de LA apresentaram hipoatividade natatoria
comparado aos controles. Machos de LA impregnaram 55% das fémeas, enquanto machos
controle impregnaram 88% das fémeas. Fémeas pareadas com machos controle (FeCt)
produziram 7,1 juvenis em média, enquanto fémeas pareadas com machos de LA (FeLA)
produziram 2,7 juvenis (p = 0,019), totalizando 57 juvenis produzidos por FeCt versus 14
juvenis produzidos por FeLA, o que representa uma reducdo de 75% na geracdo de potenciais
recrutas para a populacéo.

No segundo tema deste trabalho, machos e fémeas adultos cultivados no laboratério foram
mantidos isolados e ambos machos e fémeas foram expostos por 30 dias ao herbicida atrazina
nas concentragdes O (controle-ATCT), 0,5ugL™ (ATO0,5); 5ugL™ (AT5) e 50 pgL™*(AT50).



Apobs a exposicao, casais foram formados para cada tratamento, e 0 comportamento
sexual foi analisado para o parametro TC por observador humano. A atividade natatoria de
machos e fémeas mantidos isolados também foi avaliada. Apos a exposicdo e pareamento dos
casais, fémeas de cada tratamento foram mantidas isoladas em aquarios por 90 dias, para
quantificacdo do numero de ovécitos maduros (NO), e dos indices gonadossomatico (IGS) e
hepatossomatico (Webb and Weihs). Os parametros NO, IGS e IHS para as fémeas ndo foram
alterados significativamente. Nos casais expostos a atrazina foi observada uma redugdo em
TC na concentracdo de 5 (p > 0,05) e 50 pgL™ (p < 0,05). Hiperatividade natatéria foi
detectada nas fémeas expostas a todas concentragdes, e em machos expostos a 5 (p > 0,05) e
50 pg L™ (p < 0,05). Este estudo quantifica pela primeira vez CDEs estrogénicos em aguas da
regido metropolitana de Recife, e demonstra o efeito de desreguladores enddcrinos como o
EE2 em laboratorio, bem como os efeitos de uma mistura ambiental de contaminantes
incluindo CDEs estrogénicos, em biomarcadores bioquimicos, comportamentais e
reprodutivos de Poecilia vivipara, que podem afetar a viabilidade populacional em situagdes
ambientalmente realistas.

Palavras-chave: Poecilia vivipara; desreguladores endocrinos; estrogenos; cromatografia

liquida; vitelogenina;comportamento sexual; fecundidade; fertilidade



ABSTRACT

Endocrine disruptor compounds (EDCs) contaminate aquatic ecosystems and are able to
mimic the action of endogenous hormones in fish.Therefore, this study first evaluated the
effects of adult male Poecilia vivipara exposure to an environmental mixture of contaminants
with estrogenic activity and to the EDC 17 o-ethinylestradiol (EE2), involving the chemical
analysis of estrogenic molecules in the environmental mixture, and biochemical, behavioral
and reproductive parameters.Molecules with estrogenic activity were quantified by liquid
chromatography with mass spectrometry in the waters of Lagoa do Aragd(LA) and the
Capibaribe River (CR), in the Pina Basin estuarine complex (PBEC), metropolitan area of
Recife. Laboratory grown adult male P. vivipara were exposed for 14 days to a clean water
control (EECT) and to 10 ngEE2 L™ (EE10) and 100 ngEE2 L™ (EE100).In parallel, resident
adult males in the PBEC were collected in LA, and brought to the laboratory.Males exposed
to EE2 in the laboratory and residents of PBEC were placed in contact with adult females
grown in the laboratory, and the couples were monitored by a video system, with subsequent
quantitative assessment of sexual behavior by behavioral analysis software Smart.The
parameters evaluated were: number of contacts between males and females (NC); average
duration of contacts in seconds (YACUBIAN-FERNANDES et al.); average distance between
males and females during the contacts (DIiC). The number of male copulation attempts
(Lichota et al.) was assessed by human observation of the videos, and swimming speed of
single males was also quantified by the Smart software.After the interaction between couples,
females paired with control and LA males were kept isolated in tanks for 90 days to quantify
the impregnation success (IS) and the number of juveniles produced (NJP). Males of
treatments EECT, EE10, EE100 and LA were sacrificed and the amount of vitellogenin in the
liver was assessed indirectly by a histochemical staining method for
phosphoproteins.Chromatographic analysis indicated the presence of estrogens estriol (E3),
estrone (E1), EE2 and estradiol (E2), and bisphenol A (BPA) in concentrations averaging
31.8; 19.5; 11.9; 8.6; and 4.2 ng L™, respectively, in PBEC waters, typical of urban areas
contaminated by domestic sewage.Males exposed to EE2 and from Lagoa do Araca showed
vitellogenin induction (p <0.05).The number of contacts between males and females, and
thenumber of male copulation attempts decreased in couples from EE100 and LA (p
<0.05).The average distance between males and females during the contacts increased at
EE100 and LA (p <0.05). Isolated males exposed to EE10 and EE100 developed swimming
hyperactivity, while males from LA developed swimming hypoactivity compared to
controls.LA males impregnated 55% of females, while control males impregnated 88% of
females.Females paired with control males (FeCt) produced 7.1 juveniles on average, while
females paired with LA males (FeLA) produced 2.7 juveniles (p = 0.019), totaling 57
juveniles produced by FeCt versus 14 juveniles produced by FeL A, which represents a 75%
reduction in the generation of potential recruits for the population.In the second theme of this
work, adult males and females grown in the laboratory were kept isolated and both males and
females were exposed for 30 days to atrazine concentrations 0(control-ATCT), 0.5 pg L™
(ATO0.5); 5 ug L™ (AT5) and 50 pg L™ (AT50).After exposure, couples were formed for each
treatment, and sexual behavior was analyzed for MCA by a human observer.Swimming
activity of isolated males and females was also evaluated.After exposure and pairing of
couples, females from each treatment were kept isolated in tanks for 90 days, to quantify the



number of mature oocytes (NO), and the Gonadosomatic index (GSI) and hepatossomatic
index (HSI). The parameters NO, GSI and HSI for females did not change significantly.In
couples exposed to atrazine a significant reduction in MCA was observed at concentrations5
(p > 0,05) and 50 pg.L™ (p <0.05). Hyperactive swimming was detected in females exposed
to all concentrations, and in males exposed to 5 (p > 0.05) and 50 pugL™ (p < 0.05).This study
quantifies for the first time estrogenic EDCs in waters of the metropolitan area of Recife, and
demonstrates the effect of endocrine disruptors such as EE2 in the laboratory, as well as the
effects of an environmental mixture of contaminants including estrogenic EDCs, in
biochemical, behavioral and reproductive biomarkers of Poecilia vivipara, which can affect
population viability in environmentally realistic conditions.

Palavras-chave: Poecilia vivipara;endocrine disruptors; estrogens; liquid chromatography;
vitellogenin; sexual behavior; fecundity; fertility



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura molecular do horménio sintético 17 a-etinilestradiol..............cc.ccov.... 12

Figura2:Representacdo esquematica da principal via de entrada dos desreguladores
enddcrinos hormonais em sistemas aquaticos, evidenciando o hormdnio sintético 17 a-
etinilestradiol. Adaptado de (REIS FILHO et al., 2006).........cccceveruirirniniiiieneee e, 14

Figura 3. Estrutura molecular e o nome segundo a IUPAC do herbicida atrazina (2- cloro-4-
etilamino 6 ISOPropiaminO-S-triaZING).........cceiueiirieiie i e 15

Figura 4. Representacdo esquematica da sequéncia de processos que levam a sintese da
Vitelogenina em fémeas oviparas de peixes. Adaptado de (REIS FILHO et al., 2006)......... 18

Figura 5: Niveis de organizacdo bioldgica através dos quais os efeitos de um contaminante
ambiental podem se propagar, indicando os niveis bioldgicos nos quais medidas classificadas
como biomarcadores e bioindicadores podem ser quantificadas...........ccccoveeveireiieenecinnnenn, 21

Figura 6: Cortes histologicos de figado da espécie Poecilia vivipara apresentando a
coloracdo histoquimica para fosfoproteinas no figado. Ocorréncia da coloragdo azul claro
(painel F) indica presenca de fosfoproteinas no tecido. Em A - macho controle; B — fémea
gravida (controle positivo); C — macho exposto a 10 ng L™17 o-etinilestradiol (EE2); D —
macho exposto a 100 ngLde EE2 e E — macho da Lagoa do Araca (exposto ambientalmente
a Mistura de CONtAMINANTES).......cc.iiiiiie ettt sr et bbb er e e 39

Figura 7: Namero de pixelsde coloracdo azul clara (média + desvio padrdo) nas se¢des de
figado analisadas de machos de Poecilia viviparamantidos em agua limpa (controle negativo),
fémeas gravidas (controle positivo), machos expostos em laboratorio a concentragfes de 10
ngL™ e 100 ngL*do hormdnio 170-etinilestradiol durante 14 dias, e de machos coletados na
Lagoa do Aracd. O asterisco (*) indica diferenca estatistica (p<0,05) em comparagdo com
oscontroles por ANOVA (ANOVA, Fa2= 16,1, p < 0,05; Dunnett, p <0,05).Letras a e b
indicam diferenca estatistica relativa ao controle por teste T student, p <

Figura 8: Média do nimero de contatos (média + desvio padrdo) entre casais (macho e
fémea) da espécie Poecilia vivipara expostos em laboratério as concentracdes de 10 ngL™ e
100 ngL™*do horménio 17a-etinilestradiol durante 14 dias, e trazidos do campo (Lagoa do
Aracd, machos ambientalmente expostos a mistura de contaminantes). O asterisco (*) indica
diferenca estatistica (p<0,05) do Controle(ANOVA, Fsg= 3,38, p < 0,05; Dunnett, p
001 OO 41

Figura 9: Duracdo média de contato (média * desvio padréo) entre casais (macho e fémea) da
espécie Poecilia vivipara expostos em laboratério as concentracdes de 10 ngL™ e 100 ngL*do



hormdnio 17a-etinilestradiol durante 14 dias e trazidos do campo (Lagoa do Araca,
machos ambientalmente expostos a mistura de contaminantes) (ANOVA, P = 0,408)......... 42

Figura 10: Distancia de contato (média + desvio padrdo) entre casais (macho e fémea) da
espécie Poecilia vivipara expostos em laboratério as concentracdes de 10 ngL™ e 100 ngL*do
hormdnio 17a-etinilestradiol durante 14 dias e trazidos do campo (Lagoa do Araga, machos
ambientalmente expostos a mistura de contaminantes). O asterisco (*) indica diferenca
estatistica (p<0,05) do Controle(ANOVA, Fse= 5,70, p < 0,05; Dunnett, p

Figura 11: Tentativas de cOpula por minuto(média + desvio padrdo) entre casais (macho e
fémea) da espécie Poecilia vivipara expostos em laboratério as concentracdes de 10 ngL™ e
100 ngL™do hormédnio 17a-etinilestradiol durante 14 dias e trazidos do campo (Lagoa do
Aracd, machos ambientalmente expostos a mistura de contaminantes). Tempo total de analise
foi 25 minutos. O asterisco(*) indica diferenca estatistica (p<0,05) do Controle(ANOVA,
Fz68= 3,50, p < 0,05; DUNNEtt, P <O,05)....ccuiiiiiiiieieiie i 44

Figura 12: Velocidade média de natacdo de machos expostos a concentraces de 10 ngL™ e
100 ngL*do horménio 17a-etinilestradiol durante 14 dias,oucoletados na Lagoa do Araca.
Asterisco (*) indica diferenga estatistica (p<0,05) em comparagcdo com oscontroles (ANOVA,
Fas6= 24,8, p < 0,001; Dunnett, p <0,05)......cccciiimummimiinieiiieieeie s 46

Figura 13:Numero de filhotes nascidos (média = desvio padrdo) de fémeas da espécie
Poecilia vivipara gravidas do grupo Controle e do grupo Lagoa do Aracd. O asterisco (*)
indica diferenca estatistica (p<0,05) do Controle (Teste T, t = 2,574 p = 0,019; N=10)........ 48

Figura 14: Tentativas de Copula por minuto (média + desvio padrdo), entre 0s casais (macho
e fémea) de Poecilia vivipara, expostos a diferentes concentragdes, 0,5ugL™, 5,0 pgL™ e 50
ugL?, do herbicida atrazina durante 14 dias (A) (ANOVA, F327= 3,66, p < 0,05; Dunnett, p <
0,05)e 30 dias (B) (ANOVA, P =0,887). O asterisco (*) em 14A indica diferenca estatistica
(p<0,05) do Controle. Tempo total de analise foi 25 MINULOS...........cccccvveviiiecie e, 63

Figura 15:Numero de ovdcitos maduros (média * desvio padrdo), de fémeasda
espéciePoecilia vivipara, expostas a diferentes concentragdes, 0,5pgL™, 5,0 pgL™ e 50 pgL?,
do herbicida atrazina durante 30 dias (ANOVA, P = 0,684)........ccccoeeriiriiiiniiniiiieneee e,
64

Figura 16: Velocidade de Natacdo (media + desvio padrdo) de individuos machos da espécie
Poecilia vivipara expostos a diferentes concentracdes, 0,5ugL™?, 5,0 pgL™ e 50 pgL™, do
herbicida atrazina durante 14 dias (A) e 30 dias (B). O asterisco (*) em 16A indica diferenca
estatistica (p<0,05) do Controle (ANOVA, Fa35= 2,63, p < 0,05; Dunn, p < 0,05)............... 66

Figura 17: Velocidade de Natacdo (média *+ desvio padrdo) de fémeas da espécie Poecilia
vivipara expostas a diferentes concentracdes, 0,5ugL™, 5,0 ugL™ e 50 pgL™, do herbicida
atrazina durante 14 dias (A) e 30 dias (B). O asterisco (*) em 17A indica diferenca estatistica
(p<0,05) do Controle (ANOVA, Fa34=5,31, p < 0,05; Dunnett, p < 0,05)......ccccccevvrverrnrnnn. 68



Figura 18: Indice Gonadossomatico (média + desvio padrdo), de fémeasda
espéciePoecilia vivipara, expostas a diferentes concentragdes, 0,5pgL™, 5,0 pgL™ e 50 pgL™?,
do herbicida atrazina durante 30 dias (ANOVA, P = 0,704).......cccciiiiiiiiiiiniiniieeeseeie e,
69

Figura 19: Indice Hepatossomatico (média + desvio padrdo), de fémeasda espéciePoecilia
vivipara, expostas a diferentes concentragdes, 0,5ugL™, 5,0 pgL™ e 50 pgL™, do herbicida
atrazina durante 30 diaS (ANOVA, P = 0,613)......ccciiiiiiiiiiienieie s 70



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Percentual de acerto do nimero de tentativas de copula quantificadas pelo
observador humano e confirmadas pela deteccdo de contatos automaticamente pelo software
0] 117 1 PSS PR PSR 45

Tabela 2 — Sucesso na impregnacdo de fémeas por machos do controle e da Lagoa do Araca,
média donimero de juvenis gerados, e numero total de juvenis gerados nos tratamentos
CONLrole @ Lagoa 0O ATAGA.........coviuerieieieiee ittt ettt st 48

Tabela 3 —Concentracdo em nglLdosestrégenos (17 o-etinilestradiol - EE2, Estrona - E1,
Estradiol — E2, e Estriol — E3) e bisfenol-A,quantificados em aguas superficiais noComplexo
Estuarino da Bacia do Pina e rio Capibaribe. ND — ndo detectado. LA: Lagoa do Aracg;
CBSP: rio capibaribe em frente ao Sport Clube; CBPI: Pier do late Clube Casa de banho no
Porto de Recife; CBCX: rio Capibaribe na ponte sobre a Avenida Caxanga. Valores em
réplicas das amostras COIEtAAAS. .........cuurviiriiie it 49



LISTA DE ABREVIATURAS

CBCX: rio Capibaribe na ponte sobre a Avenida Caxanga
CBPI: Pier do late Clube Casa de banho no Porto de Recife
CBSP:rio Capibaribe em frente ao Sport Clube

CDEs:Compostos Desreguladores Endocrinos

CEBP: Complexo estuarino da Bacia do Pina
CONAMA: Conselho nacional do Meio ambiente
CT: Grupo Controle

E1l: Estrona

E2: 17 B-estradiol

E3: Estriol

EE10: 10 ng EE2 L™

EE100: 100 ng EE2 L™

EE2: 17 a-etinilestradiol

IGS: indice Gonadossomatico

IHS: Indice Hepatossomatico

LA: Lagoa do Araca

RC: Rio Capibaribe

VTG: vitelogenina



SUMARIO

I.  FUNDAMENTAGCAO TEORICA ....ociveveeeeeeeeeeeee ettt 10
I ol ] (o )t [o{0] (o] |- FO TSRO 10
I.2 Compostos Desreguladores ENdOcrinos (CDES) .....covvveiveiieeiieiiie e 11

1.2.1. 17 0-etinieStradiol..........oouvei i s 11
A N V4| o PR 14
1.3 Pardmetros de avaliaGdo ECOtOXICOIOQICA. ........ccuiriiriiiiiiiiiiece e, 16
1.3.1. Biomarcadores BiOQUIMICOS ........c.eeiiiiiiieiiieiie e 16
1.3.2. Biomarcadores COMPOIrtaMENTAIS. .........eeeiuereiiiieiiiieeiiieesieeeseee e e e eee e 19
1.4 Peixes como modelos para avaliagdo de efeitos comportamentais de compostos
desreguladores BNAOCTINDS .......uviiuee et esie et e et e e et e e e s e e sbeeenbeesseeabeeaneeas 21
1.4.1. Peixes poecilideos como modelos para avaliagdo de efeitos comportamentais de
compostos desreguladores ENAOCTINOS. ........ccvieiiieiie i 23
1.4.2. Poecilia vivipara como modelo experimental para avaliagéo de CDEs ................. 24

.2 OBJETIVOS ...ttt ettt ettt e et e et e nbe et eesbeeanbeenneeanteennee s 26
R 1 - | TR 26
[.2.2 ESPECITICOS ..ottt ettt e et e e nreeenes 26

II. CAPITULO 1: Comportamento e reproducio de machos de Poecilia vivipara expostos a

estrogenos em 1aboratorio € €M CAMPO ........evivieiiieiiee et 28

L INTRODUGAO ......coiviicecieeeeeee ettt ettt en st 28

1.2 METODOLOGIA ...ttt ettt st e et e e be e anbe e s e anbeeanee s 31
[1.2.1 Obtencao dOS OrganiSMOS tESEE.........civiiiiieiieeiee it 31
11.2.2 Preparo da solucdo de 17 a-esthinilestradiol e exposi¢do dos machos cultivados no
o To] =10 1 T ISP 32
[1.2.3 Andlises comportamentais reprodutivas doS CASaIS .........ceevveeririieeiieeniesiee e 32
I1.2.4 Sucesso na impregnacdo de fémeas, e producdo de juvenis recém-nascidos vivos....34
[1.2.5 Andlise histoquimica de fosfatos no figado como indicador de vitelogenina............. 34
[1.2.6 Coleta e analise quimica de moléculas estrogénicas Na agua...........cccceereveerieerveanne 35
[1.2.8 ANALISE BSLALISTICA. ... .evveeiieiiie ettt enreeenes 37

L3 RESULTADOS ...ttt ettt ettt e et et e et eesbeeanbeenneeanbeennee s 38
[1.3.1. ANAliSe NIStOQUIMICA ....cccvviiiieiiiieie et 38
11.3.2 Andlises comportamentais reprodutivas doS CaSaIS .........ceevveereririeeiiieeniesiee e 41

[1.3.2.1. NUMEIr0 08 CONLALOS .. .eevieiriieiiieeitieeiee et site et ettt e sree et e e e sneeenee e 41
11.3.2.2 Duragdo meédia d0S CONLALOS. .......cueruerieriieitieite ettt 42
11.3.2.3. Distancia média POr CONLALO........ccuuiiiieiiieriieeiee et 43
11.3.2.4. Tentativa de cOpula POr MINUEO........ccvriiieiieiiie e 44

11.3.2.5. Comparacéo entre o nimero de tentativas de copula detectados por observador
humano e o nimero de contatos detectados automaticamente............ccocveevvveeiiieeeennnen, 45



11.3.2.6 Velocidade natatoria espontanea dos machos quando isolados ...............c.ce....... 46

11.3.2.7 Producéo de juvenis recém-nascidos vivos e sucesso na impregnacdo de fémeas

11.3.3 Analise quimica de 4guas superficiais no Complexo Estuarino da Bacia do "
114 DISCUSSAD ..ottt 50
[1.5 CONCLUSAD ..ottt 54
lIl.  CAPITULO 2: Efeitos da atrazina no comportamento reprodutivo de Poecilia vivipara
HEL INTRODUGAO ..ottt ettt n e 55
1.2 METODOLOGIA . ...ttt ettt be e st e st e teennee s 58

[11.2.1 Obtengdo dOS 0rganiSIMOS LESTE. .......ccvieiiiiiiieiiie ittt 58

11.2.2 Preparo da solucdo de Atrazina e exposi¢do de machos e fémeas cultivados no

1] -1 (0] T I PRSPPI 58

[1.2.3 Analises comportamentais reprodutivas doS CaSaIS .........ceevveereeirieeiieeiiesiee e 59

11.2.4 OVOCitos maduros, IGS € THS.........ooiiiie e 60

[11.2.5. ANALISE ESTALISTICA. .. ..ccuvieeiiiie et e e aee e 61
L3, RESULTADOS ...ttt sttt sttt e nne e e sba e ante e st e anbeennee s 62

[11.3.1 Comportamento rePrOAULIVO. ........ccueiiiiieeiiiie et 62

[11.3.1.1 Tentativas de COPUIA..........cveiiiiiiiiie e 62
[11. 3.1.2 NUmMero de 0VOCItOS MAAUIOS .......c.eeeeiuieeeiiee e e 63
111.3.1.3 Atividade natatoria dos MacChosS...........cccccoivueiiiiie i 64
111.3.1.4 Atividade natatoria das FEMEAS .........ccceeoviei i 66

[11.3.2 Indice GONAAOSSOMALICO .......cciuvviiiiiieiiie et 68

111.3.3 Indice HEPAtOSSOMALICO ..........cveveveveeieeeeeeieeeeeete e en st 69
HHL4. DISCUSSAO ..ottt 70
15 CONCLUSAO........cocviiiiiieieieiee et 74

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coooieiieiieceteeeeee et eee e, 75



10
|. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Ecotoxicologia

O crescimento populacional verificado nas Gltimas décadas, aliado ao avanco
tecnoldgico e ao aumento na geracdo de produtos industriais, inclusive fertilizantes,
inseticidas, substancias farmacéuticas, etc, tem elevado significativamente a
concentracdo de compostos xenobidticos no ecossistema aquéatico. Em 1962, com a
publicacdo do livro Primavera Silenciosa, de Rachel Carson, os problemas causados ao
meio ambiente comegaram a ser reconhecidos e discutidos pela sociedade. Diante de tal
impacto, em 1969 foi sugerido pela primeira vez, por René Truhaut, o termo
Ecotoxicologia, que vem sendo utilizado até os dias de hoje em estudos de
biomonitoramento ambiental (TRUHAUT, 1977; ROMEO and GIAMBERINI, 2013).

A Ecotoxicologia surge como uma ciéncia multidisciplinar, que engloba conceitos
tanto da Ecologia como da Toxicologia, e pode ser definida como a ciéncia que estuda
os efeitos deletérios causados por contaminantes quimicos em organismos (animais e
vegetais) do ecossistema de forma ndo intencional. Segundo Paracelsus, o pai da
toxicologia, “a dose é que faz o veneno”, e é nesse conceito que o principal paradigma
da Ecotoxicologia (paradigma dose-resposta) se baseia, ou seja, na relagdo que existe
entre a dose que um ser vivo € exposto a um poluente e a resposta que este pode
ocasionar (WALKER et al., 2005; MAGALHAES and FERRAO FILHO, 2008).

Testes ecotoxicoldgicos para avaliacdo da toxicidade de poluentes aquaticos em
ecossistemas naturais tém sido padronizados e baseados em exposic¢ao de curta duracéo
(aguda) ou longa duracdo (crbnica), sendo que as respostas avaliadas nestes testes
podem ser a mortalidade ou uma enorme variedade de alteracfes bioldgicas subletais
(BERTOLETTI, 2009).Recentemente, testes que avaliam efeitos subletais tém sido
amplamente utilizados pela grande maioria dos pesquisadores da area ecotoxicoldgica.
Efeitos subletaispodem ser baseados em pardmetros a nivel subcelular como o0s
bioquimicos, que por sua vez podem desencadear alteracGes em niveis biologicos
superiores, epotencialmente alterar o desempenho ecolégico dos individuos,
prejudicando sua existéncia ou a de sua populagdo no meio em que vivem (BREWER et
al., 2001).



1.2 Compostos Desreguladores Enddcrinos(CDEs)

Diversos produtos quimicos de uso doméstico e de fontes industriais tém o
potencial de perturbar o desenvolvimento sexual e a reproducgéo de uma ampla gama de
espécies animais. Ultimamente tem havido um grande interesse cientifico nestas
substancias quimicas que sdo capazes de alterar uma ou mais funcbes do sistema
endocrino, bem como a sua estrutura, causando efeitos adversos tanto sobre um
organismo e sua descendéncia, como em populag6es ou subpopulacGes de organismos.
Estas substancias sdo chamadas de “compostos desreguladores enddcrinos (CDESs)”
(EDSTAC, 1998). Esses sao definidos segundo alguns autores como sendo um grupo de
substancias que interagem diretamente com os sitios receptores de hormdnios causando
desequilibrio, interferéncia ou alteracdo no sistema endocrino (MCLACHLAN, 1980;
JOBLING et al., 1998; EDSTAC, 1998).

O sistema enddcrino € o sistema responsavel pela comunicagdo quimica do corpo,
e este é constituido por combinagdes de glandulas e hormdnios que sdo responsaveis
pela regulacdo de algumas fungdes biologicas como: a homeostase dos fluidos
corporais, controle do estresse, reproducdo e fertilidade, sendo essas ultimas, umas das
mais importantes para a perpetuacdo das espécies (KIME, 1998). Quanto ao mecanismo
de acdo e aos efeitos que podem causar no sistema enddcrino, os CDEs podem ser
classificados em: estrogénicos (competem com o estradiol pelos receptores de
estrogénio e produzem efeitos de feminizagdo no organismo), androgénicos (competem
com a diidrotestosterona pelos receptores de androgénio e produzem efeitos de
masculinizacdo), antiestrogénico (ligam-se aos receptores de estrogénio inativando-os) e
antiandrogénico (ligam-se aos receptores de androgénio inativando-o0s)(GHISELLI and
JARDIM, 2007).

Para avaliar o risco potencial destas substancias é importante a sua deteccdo e
quantificacdo nos ecossistemas aquaticos. Entretanto, essa deteccéo torna-se uma tarefa
dificil devido a baixa concentracdo na qual estes contaminantes se encontram presentes
no ambiente aquético (BILA and DEZOTTI., 2007; CHAMBEL, 2011).

1.2.1. 17 a-etinilestradiol

Dentre uma gama de CDEs (pesticidas, bisfenol A, bifenilas policloradas, etc.),
uma preocupacdo recente tem se concentrado nos“estrogénios sintéticos”, tendo em

vista que quando presentes no ambiente sdo capazes de mimetizar a agdo dos hormonios

11



ocupando o seu lugar ou até mesmo antagonizar a acdo e o padrdo de sintese desses

horménios (BILA and DEZOTTI., 2007; ESCUDERO, 2010). Os estrogénios sintéticos
sdo esterdides que tiveram suas estruturas moleculares alteradas como o Mestranol,
levonorgestrel, dietilstilbestrol, sendo compostos sintetizados para agirem diretamente
no sistema enddcrino, por isso possuem um alto potencial estrogénico. Dentre 0s
estrogénios sintéticos, o 17a-etinilestradiol (EE2) (Figura 1) tem despertado maior
preocupacdo, tanto pela poténcia como pela introdugcdo continua do mesmo no
ambiente, uma vez que se trata de um horménio sintético que foi desenvolvido para uso

médico em terapias de reposi¢do hormonal e métodos contraceptivos.

Figura 1. Estrutura molecular do hormdnio sintético 17 a-etinilestradiol.

OH

O monitoramento da presenca desses estrogénios no meio ambiente tem sido
realizado em uma grande variedade de estudos em todo o mundo. Os hormonios
excretados através da urina e fezes, principalmente pelas mulheres, seguem para a rede
coletora e depois entram no ambiente (Figura 2). O EE2 é encontrado em efluentes de
estaces de tratamento de esgoto em concentraces que podem atingir 7 ngL™ no Reino
Unido(DESBROW et al., 1998), e até 42 ngL™ em efluentes de estaces de tratamento
no Canada (YING et al., 2002). No Brasil, a portaria 2914 do Ministério da satde, de 12
de dezembro de 2011, define os padrbes de qualidade da agua para consumo humano.
Porém, nesta portariando ha previsao de analise dos CDEs como 0s horménios, e estes
usualmente ndo sdo analisados nas estagfes de tratamento de &gua ou de esgoto.
Estudos de remogéo de estrogénios em estacOes de tratamento de esgoto brasileiras séo
raros e dispersos, porém, ja existem algumas iniciativas que tentam monitorar e até
mesmo remover esses interferentes enddcrinos dos efluentes brasileiros(TERNES et al.,
1999; LIMA et al., 2014).

12



As concentragdes encontradas em rios ou até mesmo nas estacOes de tratamento
variam consideravelmente, dependendo da proximidade de zonas urbanas ou do aporte
de efluentes que a estacdo de tratamento recebe diariamente. Em efluentes de esgoto
doméstico do Rio de Janeiro, por exemplo, foi verificada uma concentragdo de EE2
igual a 21 ngL™. J& numa estacdo de tratamento de efluentes localizada na regi&o
metropolitana de Campinas essa concentracéo de EE2 chegou a 5000 ngL*(TERNES et
al., 1999; GHISELLLI, 2006).

Os efluentes contém, além de EE2, misturas de outros estrogénios como o
estrogénio natural 17(3-estradiol (E2), e possivelmente outros contaminantes com agao
estrogénica. A soma do potencial estrogénico presente em amostras de agua de rios
expressa em equivalentes do estrogénio natural 17p-estradiol (E2) pode chegar a 147
ngE2 L™ em efluentes e a 17 ngE2 L™ em &guas superficiais, sendo que 5 ngEE2 L™ tem
sido detectado em &guas superficiais (KIDD et al., 2007).

O 17a-etinilestradiol (EE2) apresenta meia-vida relativamente longa(até 17 dias),
guando comparado aos demais estrogénios (estradiol e estrona de 2 a 3 dias), baixa
fotodegradacdo e incapacidade de ser removido completamente pelas tecnologias
convencionais nos processos de tratamento de agua e esgoto, se tornando assim um
problema generalizado em ambientes aquaticos (JURGENS et al., 2002; ATKINSON et
al., 2011). Diversos estudos relatam a poténcia que esse estrogénio apresenta, e mostram
que 0 mesmo é capaz de interferir na fisiologia reprodutiva (LARSSON et al., 1999), no
comportamento sexual (KRISTENSEN et al., 2005), e podendo inclusive gerar
consequéncias a nivel populacional para peixes(KIDD et al., 2007).
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Figura 2:Representacdo esquematica da principal via de entrada dos desreguladores
enddcrinos hormonais em sistemas aquaticos, evidenciando o hormdnio sintético 17 o-
etinilestradiol. Adaptado de (REIS FILHO et al., 2006).
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1.2.2. Atrazina

A utilizagdo de agrotoxicos e sua aplicacdo pela comunidade rural e urbana
tornaram-se um fator preocupante, pois, nem sempre 0s usuarios desses defensivos
agricolas fazem seu preparo e seu uso de maneira correta (VEIGA, 2007; FARIA,
2009). Os herbicidas sdo os tipos de agrotoxicos mais utilizados mundialmente, sendo
amplamente empregados na agricultura, confeccdo de jardins e principalmente no
controle de plantas daninhas. Ambientes terrestres e aquaticos sdo poluidos

constantemente por esses produtos agricolas, que por sua vez, acabam contaminando as
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cadeias alimentares e exibindo efeitos toxicos tanto em animais como na propria
populacdo humana(BRINGOLF et al., 2004; VASANTH et al., 2015).

A Atrazina (2- cloro-4-etilamino 6 isopropilamino-s-triazina) (Figura 3),
introduzida mundialmente na década de 1950, tem sido nos Ultimos anos um dos
herbicidas mais utilizados na agricultura. Isso se deve a sua eficiéncia, tendo em vista
que ela atua inibindo a fotossintese pelo bloqueio do transporte de elétrons no
fotossistema I, e ao seu baixo custo quando comparado aos demais herbicidas.
Atualmente encontra-se incluida na lista de substancias prioritarias a serem
reavaliadasnos Estados Unidos, devido a sua alta mobilidade, persisténcia no ambiente e
toxicidade para espécies de vida selvagem (GRAYMORE et al., 2001; SHINN et al.,
2015).

Figura 3. Estrutura molecular e 0 nome segundo a IUPACdo herbicida atrazina (2- cloro-4-
etilamino 6 isopropilamino-s-triazina).
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No Brasil, a portaria 2914 do Ministério da saude, de 12 de dezembro de 2011,
estabelece uma concentragdo méaxima de atrazina em agua potével de 2,0 pgL. O limite
maximoaceitavel de concentracdo do herbicida atrazina também foi definido na
Resolucdo 357, de 17 de marco de 2005, do CONAMA, o qual dispdbem sobre a
classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem
como estabelece as condicdes e padrdes de lancamento de efluentes(CONAMA, 2005).
Embora essa lei esteja em vigor, ainda ndo ha um monitoramento eficiente das
concentracdes e da presenca desse herbicida nas &guas superficiais e subterréneas.

Logo, ainda ha inimeras lacunas quanto aos prejuizos que 0 mesmo pode trazer a salde
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da biota e dos seres humanos, que sdo afetados indiretamente por esse composto
(ZANINI, 2010).

Apesar de sua proibigdo na Europa e reavaliacdo para possivel relicenciamento
nos Estados Unidos, a atrazinaainda é bastante utilizada em outros paises e, por sua
natureza resistente, ela vem sendo frequentemente detectada em sedimentos e aguas
superficiais(WU et al., 2009; SUN et al., 2010; MANDIKI et al., 2014). A atrazina tem
sido consideradaum composto desregulador endécrino (CDE), chegando a causar efeitos
adversos sobre a funcdo reprodutiva em algumas espécies aquéticas, principalmente
alteracbes nos niveis de horménios sexuais e anormalidades gonadais(TYLER et al.,
1998; GRAYMORE et al., 2001; SHENOY, 2012; BARTELL et al., 2013). Segundo
FAN et al. (2007), HAYES (2005) e SALABERRIA et al. (2009), a atrazina € capaz de
induzir a aromatizagédo da testosterona em estradiol, causando um efeito estrogénico nos
individuos expostos. Porém, embora esses estudos tenham demonstrado esse efeito
feminizante da atrazina em anfibios e peixes, ainda existeum nimero muito grande de
estudos com resultados ambiguos e contraditdrios, que acabam contribuindo para evitar
mudancas de politica em relacdo ao uso deste pesticida(PAPOULIAS et al., 2014).

Os efeitos desse herbicida no comportamento reprodutivo de peixes Poecilideos
ainda é pouco conhecido, aparecendo apenas alguns trabalhos como SHENOQY (2012),
relatando que a exposicdo prolongada a atrazina reduziu a expressdo de dois sinais
comportamentais importantes em machos de Poecilia reticulata: da &rea de manchas
laranja (importante na  ornamentacdo) e do numero de displays sigmoides
(comportamento de corte dos machos) realizados. Porém, sabe-se que a atrazina é capaz
de causar uma reducéo na fecundidade das fémeas em Pimephales promelas(TILLITT
et al., 2010), bem como alteragcdes no comportamento de natacdo explosiva e de grupo
em Carassius auratus (Goldfish), que embora ndo sejam comportamentos
essencialmente reprodutivos, sdo necessarios para o sucesso reprodutivo(SOLOMON et
al., 2008).

1.3 Parametros de avaliacdo Ecotoxicologica

1.3.1. Biomarcadores Bioquimicos

A entrada de um composto quimico contaminante no metabolismo dos
organismos expostos pode provocar alteracbes em diversos niveis bioldgicos, como

alteragbes de vias metabolicas ao nivel subcelular, alteragbes morfologicas e
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fisiologicas ao nivel de tecidos e 6rgdos, e nos padrdes comportamentais de
individuos. Medidas feitas nestes niveis de organizacdo bioldgica sdo classificadas
como biomarcadores(JESUS and CARVALHO, 2008; SOUZA and CARVALHO,
2009).A utilizacdo de pardmetros bioquimicos como biomarcadores tem sido
amplamente testada com relacdo a suas respostas aos CDEs, tendo em vista que
alteracGes bioquimicas precedem um dano estrutural as células, permitindo a
identificacdo precoce de uma exposicdo excessiva a determinado composto (AMORIM,
2003).

Biomarcadores bioquimicos sdo capazes de relacionar o contaminante ao efeito a
nivel subcelular, mais precisamente. Entretanto, nem sempre essas alteracdes
bioquimicas estdo associadas a efeitos em niveis bioldgicos superiores, ndo permitindo
avaliar de fato o que estas alteracbes acarretardo na sobrevivéncia do
individuo(CORREIA et al., 2007). Um exemplo de biomarcador bioquimico que vem
sendo bastante utilizado com esse propdsito é a vitelogenina (VTG), uma proteina
presente no plasma sanguineo e que desempenha importante papel nosistema
reprodutivo de fémeas oviparas.

Em peixes, a testosterona é o precursor de dois hormdnios: 11-Ketotestosterone
(11-KT), produzido predominantemente nos testiculos dos machos, e 17 B-estradiol
(E2), sintetizado principalmente pelos ovérios das fémeas. O E2 enddgeno, na fémea
reprodutivamente ativa, estimula o figado para produzir a vitelogenina, que é
transportada atravésdo sangue para 0S ovarios, onde se acumula nos ovocitos em
crescimento para ser utilizada como precursora de proteinas que servirdo de reserva
nutricional durante o desenvolvimento do embrido (Figura 4)(TYLER et al., 1991).Em
machos a vitelogeninatambém estd presente, mas apresenta uma concentragcdo pouco
expressiva.Entretanto, sua concentracdo no plasma (ou no figado)pode se tornar elevada
apos a exposicdo de um determinado organismo a substancias que apresentam atividade
estrogénica(LINTELMANN et al.,, 2003; REIS FILHO et al., 2006). O 170-
etinilestradiol (EE2), um dos mais potentes e persistentes estrogénios presentes no
ambiente, tem sido constantemente associado a feminizacdo de peixes machos em rios
que recebem aguas residuais municipais. Esta feminizacdo é caracterizada pela sintese
de vitelogenina (VTG) pelos machos, que pode ser avaliada por ensaios moleculares,
imunoquimicos e histoquimicos (VAN DER VEN et al., 2003; AERNI et al., 2004;
HUTCHINSON et al., 2006; BRIAN et al., 2007; KIDD et al., 2007).
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Figura 4. Representacdo esquematica da sequéncia de processos que levam a sintese
da Vitelogenina em fémeas oviparas de peixes. Adaptado de (REIS FILHO et al., 2006).
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1.3.2. Biomarcadores Comportamentais

Testes de letalidade com exposigdo de curto prazo (agudos) ignoram a chamada
“morte ecoldgica”, ou seja, mesmo que 0s animais ndo tenham morrido durante a
exposi¢cdo ao contaminante, eles podem se tornar incapazes de funcionar num contexto
ecoldgico caso seu comportamento normal seja alterado, o que pode levar a sua morte
por predacdo ou falta de alimento(SCOTT and SLOMAN, 2004). Mudangas no
comportamento trazem informagdes diretas sobre as consequéncias que estes compostos
podem ter no condicionamento individual do animal,por causa disso, recentemente tem
havido grande desenvolvimento em relacdo a utilizacdo de testes comportamentais em
pesquisas toxicologicas, representando assim, uma fusdo dos campos de
comportamento, ecologia, toxicologia e biologia da conservacdo (LITTLE et al., 1985;
ZALA and PENN, 2004; THORPE et al., 2009). Efeitos a nivel individual podem por
sua vez desencadear efeitos em niveis superiores de organizacdo, como populacées,
comunidades e ecossistemas (Figura 5) (WALKER et al., 2005).

O comportamento oferece uma perspectiva Unica que liga a fisiologia e ecologia
de um organismo, ao ambiente em que ele vive. Dessa forma o comportamento se
resume a uma sequéncia de a¢des quantificaveis que permite um organismo se adaptar a
estimulos externos e internos, a fim de melhor enfrentar o desafio de sobreviver num
ambiente de constante mudanca (LITTLE and BREWER, 2001; KANE et al., 2005). A
utilizagdo do comportamento como uma ferramenta para medir os efeitos da exposicéo a
CDEs ¢ relativamente recente, e isso se deve principalmente ao fato dos experimentos
comportamentais serem mais trabalhosos e demorados, por sua avaliagdo geralmente ser
feita por um observador humano, e também pelas dificuldades de repeticdo do mesmo,
caso algo dé errado (ZALA and PENN, 2004; THORPE et al., 2009).

AlteragGes comportamentais representam um sistema integrado de resposta para
todos os organismos. Estas respostas alteradas, por sua vez, podem estar associadas com
a reducdo da aptidao e sobrevivéncia, resultando em consequéncias adversas ao nivel da
populacdo.Parametros comportamentais que integram fatores enddgenos e exdgenos
podem ligar os processos bioquimicos e fisiolégicos com processos ecoldgicos,
proporcionando um melhor conhecimento dos efeitos ao nivel de individuo, e seu
potencial de afetar populagdes e comunidades numa contaminagdo ambiental
(BRIDGES, 1997; BREWER et al., 2001).
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Ensaios comportamentais fornecem parametros biologicamente relevantes para
avaliar a exposicéo subletal. Recentemente pesquisas comegaram a Se concentrar nos
impactos que os CDEs e outros contaminantes ambientais provocam nos
comportamentos complexos de peixes, como por exemplo, a interrupcdo de
comportamentos associados ao forrageamento(KASUMYAN, 2001), fuga de
predadores(KANE et al., 2005), hierarquias sociais e reproducéo, tendo em vista que
estes comportamentos s@o ambientalmente mais relevantes do que simples respostas a
nivel letal a alguns toxicos(LITTLE et al., 1985, KASUMYAN, 2001; SCOTT and
SLOMAN, 2004; KANE et al., 2005).

A atividade natatéria espontanea se tornou um biomarcador comportamental
bastante Gtil em estudos ecotoxicoldgicos devido a sua fécil avaliagdo e sensibilidade.
Ela pode ser expressa considerando uma situacdo normal, onde o individuo nada e age
normalmente, e a partir desta ha um aumento (hiperatividade) ou diminuicdo
(hipoatividade) dessa atividade, podendo conferir vantagens ou desvantagens para o
individuo. Métodos de avaliacdo de natacdo espontédnea e da velocidade natatoria
variam de medidas semi-quantitativas a quantitativas, com andlises sofisticadas
executadas por softwares especificos (LITTLE and FINGER, 1990; WEIS et al.,
2001a).
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Figura 5: Niveis de organizacdo bioldgica através dos quais os efeitos de um
contaminante ambiental podem se propagar, indicando os niveis bioldgicos nos quais

medidas classificadas como biomarcadores e bioindicadores podem ser quantificadas.
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1.4  Peixes como modelos paraavaliacgdo de  efeitos

comportamentais de compostos desreguladores endocrinos

Os peixes se tornaram modelos convenientes para estudos ecotoxicoldgicos
comportamentais, tendo em vista que muitos dos seus comportamentos séo facilmente
observados e quantificados sob condig¢des controladas (SCOTT and SLOMAN, 2004).
Porsua inerente importancia ecoldgica, tornaram-se organismos ideais para ensaios
comportamentais avaliando efeitos reprodutivos de contaminantes por apresentarem as
seguintes caracteristicas: contato direto constante com o ambiente aquatico onde a
exposicdo quimica ocorre, relevancia ecolégica em muitos sistemas naturais, grande

variedade de estratégias reprodutivas, e facilidade de cultivo (KANE et al., 2005;
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MANRIQUE, 2009). Esses organismos atuam como importantes indicadores de
potenciais efeitos de desregulacdo enddcrina, principalmente aqueles ligados a fisiologia
reprodutiva, pois, seu sistema reprodutivo é regulado por estrogénios similares aos dos
mamiferos(JOHNS et al., 2011).

Estudos feitos com adultos de Pomatoschistus minutus (“sand gobies”)expostos a
4 ngL™ de EE2 mostraram reducdes na capacidade do macho emconquistar e manter o
ninho e também na exibicdo dos comportamentos sexuais tipicos da espécie
(SAARISTO et al., 2009).Em outro estudo filnotes de Zebrafish (Danio rerio) foram
expostos durante o periodo de diferenciacdo sexual (20-60 dias apds a fertilizagdo) a
concentracdes de 2,76 e 9,86 ngL™ de EE2, e depoispermitiu-se que o0s peixes
crescessem até a idade adulta em agua limpa.Como resultado foi observado que as
fémeas expostas a maior concentragdo do hormonio apresentaram uma reducdo da
respostaao comportamento de corte dos machos e também no sucesso reprodutivo (COE
et al., 2010).SALIERNO and KANE (2009) observaram altera¢tes significativas no
comportamento reprodutivo de machos da espécie Pimephales promelas ap06s
exposicdoa 40 ngL™ de EE2. Presenca de vitelogenina e reducdes na habilidade de
competir com outros machos por substratos de desova, no indice gonadossomatico e no
namero de tubérculos (estrutura indicadora de periodo reprodutivo) foram algumas dos
efeitos observados nos machos nessa espécie.Ja BAATRUP and HENRIKSEN (2015),
expuseram machos de D.rerio até a idade adulta a concentracdes de 1, 3 e 10 ngL™ de
EE2. Depois de parea-los com fémeas ndo expostas, confirmou que o comportamento
sexual dos machos ndo foi afetadopelo EE2, porém, surpreendentemente o composto
alterou significativamente quase todos os elementos no comportamento de corte das
fémeas, apesar de ndo terem sido expostas ao EE2. Acredita-se que essa alteracdo tenha
sido provocada provavelmente por diferengas na morfologia do macho, feromdnios ou
algum outro mecanismo néo revelado.

Impactos dos CDEs nas populacdes de peixes selvagens é outro problema que
recentemente vem sendo bastante abordado. InGmeros estudos tem sido feito para
avaliar os efeitos que essas substéncias langadas diretamente em rios e lagos, na forma
de rejeitos industriais e domésticos, tem na fisiologia, comportamento e reproducéo
desses animais. VAJDA et al. (2008), por exemplo, coletaram individuos da espécie
Catostomus commersoni, a montante e a jusante de uma estacao de tratamento de &gua
residuais na cidade de Boulder, no Colorado. Como resultado elesobservaram alteragoes
consistentes nas gonadas (presenca de intersex), histopatologias ovarianas e testiculares,
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na proporcdo sexual e na inducgdo de vitelogenina nos individuos capturados a jusante

da estacdo de tratamento.J& JOBLING et al. (2006) confirmou através de um estudo de
modelagem, que populagBes de individuos da espécieRutilus rutilus, viventes em rios
contaminados por estrogénios presentes em aguas de esgoto tratado no Reino Unido,
apresentavam uma alta taxa de intersex, sendo esta significativamente correlacionada
com a presenca dessas substancias estrogénicas (17 B-estradiol; 17 a-etinilestradiol e

estrona).

1.4.1. Peixes poecilideos como modelos para avaliacdo de efeitos

comportamentais de compostos desreguladores endécrinos

Uma das familias de peixes mais utilizadas em estudos que avaliam mudancas no
sucesso reprodutivo envolvendo CDEs é a Poeciliidae, destacando-se principalmente as
espécies Gambusia affinis, Gambusia holbrooki e Poecilia reticulata.Para Poecilia
reticulata o nimero de estudos relatando efeitos comportamentais causados por CDEs é
relativamente amplo, envolvendo desde parametros bioquimicos(TIAN et al., 2012) a
pardmetros reprodutivos(KRISTENSEN et al., 2005).BAATRUP and JUNGE
(2001)conduziram experimentos para investigar os efeitos de 3 compostos
antiandrogénicos, o Vinclozolin, p, p’-DDE e a Flutamidano comportamento
edesenvolvimento sexual de machos adultos expostos a concentracGes de 0,1 e 100 pg/g
de ambos os compostos por 30 dias. Os trés produtos quimicos provocaram alteragdes
profundas nos animais (a nivel celular e de individuo), induzindo uma reducao
significativa no nimero de espermatozoides, na coloracdo sexual, no tamanho dos
testiculos e no comportamento de corte dos machos.JA BAYLEY et al
(1999)investigaram os efeitos do 17p-estradiol (10 ug L™) e Octilfenol(150 pgL™) sobre
0 comportamento sexual de machosexpostos durante quatro semanas. Embora néo tenha
sido observada diferencga significativa na natagdo, o numero de displays sexuais foi
reduzido drasticamente nos machos expostos ao Octilfenol e completamente inibido nos
machos expostos ao 17p3-estradiol.A inducdo de vitelogenina em machos foi vista por
TIAN et al. (2012), que expuseram individuos desde filhotes até a fase adulta ao
pesticida Monocrotofos, por 90 dias. Além de induzir a producdo de vitelogenina, esse
pesticida também aumentou significativamente o nivel de 17pB-estradiol, acompanhado
de uma diminuicdo do nivel de testosterona, o que acabou resultando numa deficiéncia

na producao de espermatozoides e no desenvolvimento dos testiculos. KRISTENSEN et
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al. (2005)expuseram apenas 0s machos (do nascimento até a fase adulta) a
concentracdes de 10, 50, e 200 ng L do horménio sintético 17 o-etinilestradiol por 108
dias. Ao final foi observado uma reducdo significativa no nimero de espermatozoides e
no comportamento de corte dos machos.

Estudos feitos relatando efeitos comportamentais e reprodutivos causados por
CDEs com as espécies Gambusia holbrooki e Gambusia affinis,também tem sido
bastante relatado. DOYLE and LIM (2005)expuseram juvenis machos de Gambusia
holbrooki a concentragdes de 20, 100 e 500 nglLdel7B-estradioldurante 84 dias, e
viram que 0 nUmero de contatos e de tentativas de cépulas foram reduzidos
significativamente em todas as concentra¢ces.RAUT and ANGUS (2010) expuseram
machos de Gambusia affinis a concentrac¢ées de 100, 200 e 350 nM de triclosan (agente
antibactericida usado em industrias de produtos de cuidado pessoal) por 35 dias. Nos
individuos expostos a maior concentracdo de triclosan, eles observaram uma elevada
expressao de vitelogenina e reducdo na quantidade de esperma. J&4 ANGUS et al. (2005)
expuseram machos juvenis (durante o periodo de maturacdo) de G. affinis, através da
dieta, a concentragfes de 0.1, 1, 2.5, 5, 7.5 e 10 pgEEZ2 por grama de comida por 150
dias. Ao final, perceberam uma clara inibicdo do desenvolvimento gonopodial e uma
alta presenca de vitelogenina no sangue em todos 0s peixes expostos a concentracdo de

1 ou mais pgEE?2 por grama de comida.

1.4.2.Poecilia viviparacomo modelo experimental para avaliagdo de
CDEs

A espécie Poecilia vivipara (Barrigudinho ou Guart) Bloch & Schneider, 1801
(Cyprinodontiformes, Poeciliidae)é um peixe teledsteo euriliano (vive em aguas com
salinidades que variam de 0 a 28, chegando a 30 em laboratério)que vem sendo
utilizado pelo Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Toxicologia Aquatica do
CNPqg para o desenvolvimento de metodologias de biomonitoramento de ambientes
aquéticos, tendo em vista queesta apresenta uma distribuicdo cosmopolita na costa
brasileira e uma grande capacidade adaptativa (AMARAL et al., 2001; FISHER et al.,
2004).

Como os outros peixes da familiaPoeciliidae, o barrigudinho € uma espécie
ovovivipara que estd presente em todo litoral brasileiro, sendo frequentemente

encontrado nas regides costeiras pernambucanas (FISHER et al., 2004; PAIVA et al.,
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2008). Essa espécie apresenta um sistema de acasalamento bem caracteristico, comum
aos peixes da familia Poeciliidae, no qual os machos procuram continuamente uma
fémea receptiva e tentam fertiliz&-la internamente por meio de uma nadadeira anal
modificada, o chamado gonopddio. Porém, para que a fémea torne-se receptiva, 0s
machos desenvolvem uma postura de corte, na qual realizam comportamentos tipicos,
como por exemplo, o display sigmoide (macho orienta-se em frente da fémea e realiza
uma postura em forma de S ou C) e as investidas gonopodiais (macho se aproxima da
fémea por tras, move seu gonopddio para frente, e tenta coloca-lo na abertura genital da
fémea sem a sua cooperacdo), de modo a chamar a atengéo da parceira, tendo em vista
que a selecdo sexual é em grande parte uma escolha da fémea (ENDLER, 1987;
EVANS et al., 2002).

Ndo foram encontrados trabalhos relacionando o impacto dos CDEs no

comportamento reprodutivo ou outros parametros bioldgicosem Poecilia vivipara.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

Implementar no Laboratério de Ecotoxicologia aquatica da UFPE métodos

quantitativos de avaliagéo dos efeitos comportamentais e reprodutivos de contaminantes

ambientais em peixes, utilizando como organismo modelo a espécie Poecilia vivipara.

1.2.2Especificos

Realizar experimentos de exposi¢do de machos da espécie P. viviparacultivada
em laboratério a diferentes concentragdes do hormdnio sintético 170-
etinilestradiol.

Avaliar a presenca de efeitos comportamentais e reprodutivos do hormonio 17 a-
etinilestradiol em machos sexualmente maduros da espécie, com base nos
seguintes parametros relacionados ao processo de corte e copula: 1) Numero de
contatos entre 0s animais; 2) duracdo de cada contato; 3) distancia média entre
0s animais; 4) namero de tentativas de copula e 5) atividade natatoria;

Avaliar a presenca dos efeitos comportamentais e reprodutivos listados acima
em machos sexualmente madurosresidentes na Lagoa do Ara¢a-PE, expostos a
mistura ambiental de contaminantes, incluindo esgoto e potencialmente
estrégenos presentes na regido. Além destes parametros, avaliar 6) Sucesso de
impregnacdo das fémeas pelos machos e 7) nimero de juvenis gerados pelas
fémeas, comparando com os resultados obtidos dos machos controle cultivados

em laboratério;

Quantificar indiretamente através deandlise histoquimicacom coloragcdo para
deteccdo de fosfatos a presenca da proteina Vitelogeninaem figado de machos de
P. vivipara expostos a concentracGes crescentes de 17a-etinilestradiol e a

mistura ambiental;
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Quantificar a concentragdo de estrogénios e bisfenol A nas aguas superficiais
da Lagoa do Araca e do rio Capibaribe por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS/MS);

Verificar se o software de analise de videos SMART (PanLab Harvard
Apparatus, EUA) é eficiente quando comparado a um observador humano na
detecgdo de interagfes proximas entre machos e fémeas no processo de corte e
na quantificacdo de tentativas de coOpula por machos da espécie Poecilia

vivipara.

Realizar experimentos de exposicdo de machos e fémeas cultivados em
laboratorio da espécie P. vivipara a diferentes concentracdes do herbicida

atrazina.

Avaliar a presenca de efeitos comportamentais e reprodutivos dose-dependentes
do herbicida atrazina em machos e fémeas da espécie, com base nos seguintes
parametros reprodutivos: 1) niamero de tentativas de copula; 2) Numero de
ovocitos maduros ou fecundados; 3) Indice hepatossomatico; 4) indice

gonadossomatico e 5) atividade natatdria.
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II. CAPITULO 1:Comportamento e reproducio de
machos dePoecilia vivipara expostos a
estrogenos em laboratorio e em campo

11.1 INTRODUCAO

Diversos produtos quimicos de uso doméstico e de fontes industriais que
contaminam ecossistemas aquaticossao caracterizados como compostos desreguladores
enddcrinos (CDEs), substancias que interagem diretamente com os sitios receptores de
hormdnios, causando desequilibrio, interferéncia ou alteracdo no sistema enddcrino.
Esta desregulacdo enddcrina pode gerar efeitos adversos no desenvolvimento sexual e
na reproducdo de uma ampla variedade de espécies de vertebrados e invertebrados
(BERGMAN et al., 2013). Estudos focados em peixes tém proporcionado informagoes
relevantes sobre contaminantes ambientais que podem imitar ou antagonizar hormonios
sexuais esteroides gonadais, causando efeitos na funcdo reprodutiva de machos e fémeas
(JOBLING et al., 1998; KIME, 1998).

Uma significativa preocupacdo ambiental tem se concentrado nos estrogénios
sintéticos como contaminantes, tendo em vista que quando presentes no ambiente sdo
capazes de mimetizar a acdo do estrogénio gonadal natural das fémeas de teledsteos 17
B-estradiol (E2), ocupando o seu lugar e gerando respostas bioquimicas e metabolicas
tipicas desses horménios(KIME, 1998). O 17a-etinilestradiol (EE2) é um horménio
sintético que foi desenvolvido para uso medico em terapias de reposi¢cdo hormonal e
métodos contraceptivos, e que tem sido detectado em ecossistemas aquaticos em todo o
mundo. As concentragdes encontradas em efluentes de estagOes de tratamento de esgoto
doméstico variam consideravelmente, dependendo da proximidade de zonas urbanas ou
do aporte de efluentes que a estacdo de tratamento recebe diariamente. Concentracdes
de EE2 em efluentes de estacBes de tratamento de esgoto de 7 ng.L™ foram encontradas
no Reino Unido(DESBROW et al., 1998) e de 42 ng.L™no Canada (YING et al., 2002).
Em efluentes de esgoto doméstico do Rio de Janeirofoi verificada uma concentracao de
EE2 igual a 21 ng.L"}(TERNES et al., 1999), enquanto que no rio Jundiai, importante
manancial de abastecimento publico do estado de S&o Paulo, essa concentracdo de EE2
chegou a 310 ng.L™(SODRE et al., 2007). Os efluentes contém, além de EE2, misturas
de outros estrogénios como o estrogénio natural 17B-estradiol (E2), e possivelmente
outros contaminantes com acao estrogénica. O 17a-etinilestradiol (EE2) apresenta meia-

vida relativamente longade 17 dias, baixa fotodegradacdo e incapacidade de ser
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removido completamente pelas tecnologias convencionais nos processos de tratamento
de &gua e esgoto, se tornando assim um problema generalizado em ambientes
aquaticos(JURGENS et al., 2002; ATKINSON et al., 2011). Em &guas superficiais,
concentracdes médias de 5 ngEE2 L™ tem sido detectadas em aguas superficiais em
diferentes regibes(KIDD et al., 2007).

A vitelogenina (VTG) é uma proteina presente no plasma sanguineo que
desempenha importante papel nosistema reprodutivo de fémeas oviparas. A sintese
desta proteinaé realizada no figado por estimulo do estrogeno gonadalE2, sendo
transportada atravésdo sangue para as gonadas, onde se acumula nos ovécitos em
crescimento para ser utilizada como precursora de proteinas que servirdo de reserva
nutricional durante o desenvolvimento do embrido. Machos de peixes teledsteos
também possuem genes para VTG que podem ser ativados por receptores para E2 no
figado, e a vitelogenina pode ser sintetizada, apesar de ndo apresentar funcdo biologica
reprodutiva, atingindo concentracdes significativas apds exposicdo a estrogenos. Desta
forma, a deteccdo de vitelogenina em peixes machos em ecossistemas aquaticos
contaminados por EE2 tem sido utilizada como importante biomarcador de
desregulagdo endocrina por contaminantes estrogénicos (JOBLING et al.,, 1998;
DENSLOW et al., 1999).

A quantificacdo de vitelogenina pode ser avaliada por métodos moleculares de
hibridizacdo do seu RNA mensageiro, imunohistoquimicos dependentes de um
anticorpo especifico para a vitelogenina, ou por método histoquimico baseado na
deteccdo de fosfatos presentes em grande quantidade na vitelogenina (VAN DER VEN
et al., 2003).

KIDD et al. (2007) conduziram experimentos em lagos que foram artificialmente
contaminados por 17o0-etinilestradiol (EE2) em concentragdes semelhantes as
encontradas em ambientes aquéaticos contaminados por esgotos domésticos. Foi
detectado aumento de vitelogenina plasmatica nos machos do peixe Pimephales
promelas, bem como tecido intersexuado (presenca de odcitos nas gbnadas masculinas),
0 que por sua vez culminou na auséncia de recrutamento e quase extingdo da espécie
nos lagos contaminados por EE2, demonstrando pela primeira vez que a contaminagao
de ecossistemas aquaticos por EE2 pode causar efeitos em cascata do nivel molecular ao
nivel populacional. Entretanto, neste estudo ndo foram avaliados aspectos relativos a
possivel influéncia do EE2 no comportamento sexual dos peixes, que podem levar a

uma reducéo da fecundidade essencial para a manutencdo de populagdes (THORPE et
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al., 2009).

A espécie Poecilia vivipara € um peixe teledsteo eurialino com distribuicéo
cosmopolita na costa brasileira, que apresenta reproducéo por ovoviviparidade com um
sistema de acasalamento bem caracteristico, comum aos peixes da familia Poeciliidae,
que culmina com a copula, na qual os machos introduzemo gonopddio (nadadeira anal
modificada) na abertura genital das fémeas, ap6s 0 macho tipicamente orientar-se em
frente da fémea e realizar uma postura em forma de S ou C (“display” sigmdide), de
modo a chamar a atencdo da parceira(ENDLER, 1987; EVANS et al., 2002). A anélise
desse padrdo de comportamento sexual foi proposta como biomarcador comportamental
de desregulacdo endocrina, uma vez que 0 mesmo é controlado por esteroides
gonadaisem peixes poecilideos(BAYLEY et al., 1999). DOYLE and LIM (2002), por
exemplo, verificaram uma reducdo dose-dependente do nimero de tentativas de copula
em machos do poecilideo Gambusia affinis apds exposicdo ao E2. O comportamento
sexuale a cépula compBe uma etapa essencial no processo reprodutivo para a efetiva
inseminacdo das fémeas pelos machos, cujos espermatozoides viaveis levam a
fertilizacdo dos odcitos em fémeas, desenvolvimento de embridesviaveis até o seu
nascimento, seguido do desenvolvimento subsequente dos jovens recém-nascidos que
podem se recrutar para a populacdo adulta. Neste sentido, possiveis alteracbes no
comportamento sexual de poecilideos machos, no sucesso da fertilizagdo de fémeas e
geracdo de embribes sdo parametros reprodutivos cruciais que podem ser avaliados apés
a exposicdo aCDEs. DOYLE and LIM (2005) expuseram machos de Gambusia affinis
ao 17 B-estradiol (E2), e observaramredugdes nas tentativas de copula destes machos,
bem como uma reducdo do percentual de impregnacdo de fémeas pelos machos
expostos.

A Lagoa do Araca (8°05'37.4" S e 34°55'00.5" O) localiza-se na regido urbana de
Recife, dentro do complexo estuarino da Bacia do Pina (CEBP),formado pela confluéncia
dos rios Capibaribe, Tejipio, Jorddo e Pina. Trata-se de uma regido com extensa
contaminacdo por esgotos domésticos, e potencialmente estrégenos, onde a espécie P.
viviparaé encontrada. Desta forma, esteestudo tem por objetivo avaliara presenca de
estrogenos nesta regido, e os efeitos do 17 o-etinilestradiol (EE2) na indugdo de
vitelogenina, no comportamento reprodutivo de machos de P. viviparaitanto em
situacdo de exposicdo controlada ao EE2 em laboratorio, quanto em individuos
residentes na Lagoa do Araca.
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1.2 METODOLOGIA

11.2.1 Obtencdo dos organismos teste

Exemplares machos e fémeas maturos sexualmente do barrigudinhoPoecilia
vivipara foram criados nobiotério aquatico do Laboratério de Ecotoxicologia Aquatica
(LABECOTOX) da Universidade Federal de Pernambuco. Jovens recém-nascidos
foram alimentados quatro vezes ao dia, trés vezes com nauplios de Artemia sp e uma
vez com racdo comercial para peixes com 45% de proteina. Individuos machos foram
separados do grupo no inicio da diferenciacdo sexual, a partir de aproximadamente 2
meses de idade, pela verificacdo de desenvolvimento visivel do gonopddio na nadadeira
anal. Fémeas foram mantidas em aquarios separados, representadas pelos individuos
sem desenvolvimento do gonopddio na nadadeira anal, e mantidas virgens, sem contato
com machos até a experimentacdo. Machos e fémeas foram mantidos separadamente
por 8 a 12 meses até um tamanho adulto médio que variou de 26a 30 mm de
comprimento total para os machos (desvio padrdo de 3 mm), e de 37 a 40 mm para as
fémeas(desvio padrdo de 6 mm). Todos os animais foram mantidos em aquérios de
vidrocom 80 L de &gua, com sistema de recirculacdo da agua do mar na salinidade 25,
acoplado a um sistema de filtracdo mecanica e bioldgica. Foi mantido um fotoperiodo
de 12h Luz/12h escuro, e parametros de qualidade de dgua (média + desvio padréao)
foram mensurados semanalmente com uma sonda multiparamétrica YSI Professional
Plus, registrando-se temperatura de 26 + 0,5 °C,concentracdo de amonia total abaixo de
0,02 mg L™, pH8,2 + 0,1, e concentracdo de oxigénio dissolvido de 6,0 + 0,4 mg L™.

Para a experimentagdo com animais provenientes de seu habitat natural na Lagoa
do Araca, exemplares adultos machos foram capturados com o auxilio de redes de méo
(pucas) no canal de acesso a Lagoa do Aracd, na area urbana de Recife, Pernambuco.
Em seguida, os mesmos foram levados para o Laboratorio de Ecotoxicologia Aquética
da Universidade Federal de Pernambuco, onde foram mantidos em aquérios de vidro
contendo &gua provinda de seu habitat natural. Estes individuos foram aclimatados as
condi¢des do laboratdrio durante dois dias, sendo entdo selecionados aleatoriamente 10
individuos que foram submetidos aos testes de comportamento sexual pelo pareamento
com fémeas adultas cultivadas no laboratério, conforme procedimentos descritos

abaixo.
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11.2.2 Preparo da solucdo de 17 a-etinilestradiol e exposi¢cdo dos

machos cultivados no laboratorio

Foi pesado 10mg de 17 a-etinilestradiol com 99% de pureza (Sigma
Aldrich)numa balanca analitica Shimadzu,sendo este posteriormente dissolvido em 100
ml de dimetil sulfoxido (DMSO) P.A. num baldo volumétrico de 100ml.Esta solucao
estoque primaria de 100 mg L™ foi diluida 10 vezes com DMSO para a preparacio de
uma solucdo secundéria 10 mg L™. 10 pL destas soluces estoque secundaria e priméria
foram pipetados com micropipeta de volume variavel modelo P20 (faixa de trabalho de
2 a 20 pL) para aquérios com 10 L de 4gua do mar, de modo a atingir as concentragdes
nominais na 4gua de 10 ng EE2 L™ e 100 ng EE2 L™, respectivamente.

Machos adultos cultivados no laboratorio com comprimento total médio de 25
mm foram distribuidos em trés grupos, contendo 10 individuos cada, e colocados em
aquérios com 10 L de agua com concentragcdes nominais do horménio sintético EE2 de
10 e 100 ng L™, além de um grupo controle em 4gua limpa do cultivo. A exposicdo dos
machos durou 14 diase foi realizada num sistema semi-estatico nos aquarios, com
renovacdo de 100% da &gua nas respectivas concentracfes a cada 24 h. Parametros de
qualidade de &gua foram mantidosnas mesmas condi¢fes da &gua do cultivo descrita

anteriormente.
11.2.3Anélises comportamentais reprodutivas dos casais

Foram analisados quatro tratamentos experimentais para as analises
comportamentais reprodutivas, incluindo machos dos tratamentos controle (CT), 10 ng
EE2 L™ (EE10), 100 ng EE2 L™*(EE100), e machos coletados na Lagoa do Aracé (LA).
Numa primeira etapa machos de cada um destes tratamentos foram transferidos
isoladamente para aquéarios de vidro fosco de 20 x15 x 15 cm (Comprimento x Largura
x Altura), contendo 2 L de 4gua do mar (6,5 cm de coluna de agua), sendo a atividade
natatdria espontdnea dos mesmos monitorada por 30 min por cameras de video com
lentes de 6-60 mm de distancia focal,enquadrando por vista superior cada um destes
aquarios ou arenas experimentais. Arquivos de video dos diferentes animais isolados
foram criados por uma placa de captura de video Geovision modelo GV- 900 num
computador, para posterior analise da velocidade natatoria.
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Apos este periodo de 30 min de monitoramento dos machos isolados, foi
acrescentada uma fémea adulta cultivada no laboratério em cada aquario com o0s
machos isolados dos diferentes tratamentos, e o comportamento de cada casal foi
monitorado pelo mesmo sistema de cameras de video por 25 minutos, sendo 0s arquivos
de video armazenados em computador para posterior analise do comportamento sexual
de cada casal.

Os arquivos de video do monitoramento da atividade natatéria espontanea dos
machos isolados foram analisados pelo modulo bésico do software Smart (PanLab
Harvard Apparatus, Espanha), quantificando a velocidade média de natacdo em cm s™
de cada animal monitorado.

Os seguintes parametros relacionados a atividades comportamentais reprodutivas
de cada casal isolado foram quantificados a partir da analise automatizada dos arquivos
de video do monitoramento da atividade dos casais, pelomodulo de interacdo social do
software Smart (PanLab Harvard Apparatus, Espanha), que é capaz de identificar
separadamente os dois peixes que compde cada casal:

a) numero de contatos entre 0 macho e a fémea, definido na configuracdo do
software para este pardmetro como eventos em que a distancia entre cada um dos
individuos do casal é inferior a 0,5 cm, sendo que para facilitar comparagdes 0 nimero
de contatos totais detectados foi dividido pelos 25 minutos de monitoramento, sendo
expresso em niimero de contatos min';

b) duracdo média dos contatos em minutos, sendo que um contato é iniciado
guando a distancia entre 0 macho e a fémea atinge valores inferiores a 0,5 cm durando
no minimo 1segundo, e é considerado finalizado quando esta distancia excede 0,7 cm
entre 0 macho e a fémea.

c) distancia média em cm entre 0 macho e a fémea durante os contatos detectados.

Além desses parametros relativos ao comportamento de cada casal, também foi
analisado o comportamento de cada casal a partir da analise detalhada do respectivo
arquivo de video por observador humano. Nesta andlise o observador quantificou:

d) o numero de tentativas de cépula efetuado pelos machos de cada casal durante
0 periodo total de 25 minutos de monitoramento. Este comportamento é caracterizado
pela tentativa de introdugdo do gonopddio no poro genital da fémea, representando
etapa essencial para a efetiva fertilizacdo interna da fémea, e que pode ser observado
nas imagens obtidas pelo sistema utilizado. Para facilitar compara¢Ges o nimero de
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tentativas de copula totais detectados para cada casal foi dividido pelos 25 minutos de
monitoramento, sendo expresso em nimero de tentativas de cépula min™.

Arquivos de video de 9 casais do grupo controle foram analisados para verificar a
existéncia de correspondéncia entre o0s contatos detectados pelo software Smart,
envolvendo um contato proximo (inferiores a 5 mm de distancia) entre machos e
fémeas, e as tentativas de copula quantificadas por observador humano. Num primeiro
momento foram analisados os arquivos da interacdo dos casais, anotando os tempos em
que as tentativas de copula ocorreram. Posteriormente foi analisado se o tempo em que
aconteceu esta tentativa de copula, analisada pelo observador humano, também tinha
sido detectado como evento de contato entre machos e fémeas pelo software.

11.2.4 Sucesso na impregnacao de fémeas, e producao de juvenis recém-

nascidos vivos

Ao término do monitoramento das interacdes reprodutivas de cada casal pelo
sistema de video, os casais do tratamento controle e do tratamento Lagoa do Araca
foram mantidos juntos nos mesmos aquarios por mais uma hora. Passado esse tempo, as
fémeas pareadas com machos de cada tratamento foram transferidas para redes
circulares individualmente dentro de aquarios de 80L, sendo acompanhadas
individualmente por um periodo adicional de 60 a 90 dias, para avaliacdo do sucesso de
impregnacdo e da quantidade de juvenis recém-nascidos vivos gerados. Além disso, o
total de juvenis recém-nascidos vivos gerados pelas fémeas pareadas com machos de
cada tratamento também foi quantificado.

11.2.5 Andlise histoquimica de fosfatos no figado como indicador de

vitelogenina

Ao término do monitoramento das interagcdes reprodutivas de cada casal pelo
sistema de video, todos os machos provenientes de cada um dos tratamentos foram
eutanaziados em agua com gelo a 2°C,efixados em formol tamponado a 10% por 48
horas, sendo entdo transferidos para alcool 70% (v/v). Posteriormente os tecidos foram
desidratados em série crescente de etanol, transferidos para o xilol e incluidos em
parafina a 60° C. Cortes de 4um de espessura foram realizados em micrétomo Leica e
distendidos em laminas previamente preparadas.A coloragdo histoquimica para deteccao
de fosfoproteinas como indicador da presenca de vitelogenina se baseia na alta
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concentracdo tipica de grupos fosfatos presentes nessa proteina, e foi aplicado

conforme protocolosdescritos em (VAN DER VEN et al., 2003). Os grupos fosfato nos
tecidos analisados foram complexados com Felll, ap6s desparafinizagdoem série de
xilol e etanol, lavagem em agua destilada, e incubacdo com solugdode cloreto férrico
hexa-hidratado 10 mM L™ durante 1 horaa25 °C, seguido de nova lavagem em agua
destilada. Os grupos fosfato complexados com o Felll foram corados pela coloracdo de
azul da Prussia, gerando uma cor azul clara indicativa da presenca de fosfatos, seguido
de desidratagdo, diafanizacdo e montagemdas laminas com laminula utilizando Entellan.
Laminas de secOes de figado de trés machos de cada tratamento foram fotografadas em
microscopio Leica em um aumento de 40x, e os arquivos digitais das fotos geradas
foram analisados pelo software GNU Image Manipulation Program (GIMP, versao 2.8).
SecOes de figado dos machos controle ndo expostos foram considerados controles
negativos (Figura 6A), com baixa concentracdo de vitelogenina. SecGes de figado de
fémeas gravidas também foram processadas como controles positivos (Figura 6B),
assumindo-se que os figados apresentariam concentragdes elevadas de vitelogenina.
Pode-se visualizar nas Figura 6A e 6B a amplitude de variacdo da cor azul claro
indicativa da presenca de fosfatos. A Figura 6F apresenta a coloracdo azul claro que foi
utilizada para definir a cor a ser avaliada pelo software GNU Image Manipulation
Program (GIMP, versdo 2.8) em cada imagem analisada, pela quantificagdo do nimero

de pixels na imagem contendo esta cor.

11.2.6 Coleta e anélise quimica de moléculas estrogénicas na agua

Para a coleta utilizou-se um balde inox de 8 L, com uma corda amarrada ao
mesmo. Foram coletadas amostras de agua superficial na semana em que foram
coletados os peixes machos utilizados nos experimentos, sendo 2 amostras no canal de
comunicacgdo do rio Tejipié com a Lagoa do Araca (LA, 8°05'35.6"S e 34°55'04.5"W),1
amostra no rio Capibaribe em frente ao Sport Club Recife (CBSP, 8°03'46.2"S e
34°54'04.3"W), 1 amostra no pier em frente ao late Clube Casa de Banho (CBPI,
8°04'12.0"S e 34°52'18.5"W), e 1 amostra no rio Capibaribe na ponte sobre a Avenida
Caxanga (CBCX, 8°01'50.9"S e 34°57'22.8"W).

Apos as coletas, as amostras de dgua de 2 L foram transferidas para frascos de
vidro de cor ambar previamente lavados, acondicionadas em uma caixa térmica e

transportadas para 0 LABECOTOX. As amostras foramfiltradas inicialmente em filtros
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de fibra de celulose de 2 pm (Quimica Moderna, Brasil), seguida por filtragem em

membrana de celulose de 0,45 pum. 1 L do filtrado foi extraido em cartuchos de extragdo
em fase s6lidaOASIS HLB 6CC/500mg(Waters, Milford, EUA), em um sistema de
extragdo utilizando uma bomba vicuo com frascos de vidro tipo Kitasato, adaptados
com rolhas de silicone para a conexdo dos cartuchos de extracdo. Para ativagdo do
cartucho de extracdo eluiu-se 6 mL de metanol grau HPLC, seguido da eluigéo de 6 ml
de &gua ultrapura. Em seguida, as amostras foram passadas pelo cartucho a uma taxa de
fluxo de 10 mL min™. Ao término da extracdo das amostras pelos cartuchos, a fase
solida dos mesmos foi seca sob a corrente de succdo da mesma bomba a vacuo durante
30 minutos. Os cartuchos foram encaminhados para o laboratério de Quimica ambiental
do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), em S&o
Paulo, Brasil, onde foi feita a determinacdo dos compostos estrogénicos estrona (E1),
17pB-estradiol (E2),170-etinilestradiol (EE2), estriol (E3) e bisfenol-A (BPA) através de
cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massa, segundo método de (SODRE
et al., 2010). Apos a extracdo em fase solida, a separagdo cromatogréfica foi realizada
com uma coluna Zorbax SB-C18 (30 x 2,1 mm e tamanho de particula de 3,5 pum,
Agilent Technologies) a 25°C com gradiente de eluicdo. A fase movel foi constituida de
agua ultrapura e metanol, previamente filtrados em membranas contendo 0,01% de
NH,", um aditivo a formacéo de ions. A identificacdo e a quantificagdo dos compostos
foram realizadas por espectrometria de massas em um equipamento Agilent com triplo
quadruplo (modelo 6410B) equipado com bomba de vacuo auxiliar operando na célula
de colisdo. A quantificacdo foi realizada no modo MRM (“Multiple Reaction
Monitoring™), no qual cada sistema precursor-produto € especifico para cada composto.
Essa quantificacdo foi feita por meio da constru¢do de curvas analiticas, onde cada
ponto foi construido pela extracdo em colunas de extracdo de fase solida de um litro de
agua ultrapura contendo diferentes concentragdes dos compostos analisados. Os limites
de quantificacdo para E1, E2, EE2, E3 e BPA foram iguais a 0,3; 0,6; 3,1; 0,6 e 1,2 ngL"

! respectivamente.
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11.2.8 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o software SigmaPlot 11(Jandel
Scientific, Erkrath, Germany), a um alfa de 5% para todas as analises. A comparagdo
entre os tratamentos para os dados de histoquimica e pardmetroscomportamentais foi
feita por analise de variancia de um fator (ANOVA), ap0s aceitas as premissas de
normalidade e homogeneidade de varidncias. Quando foi detectada diferenca
significativa entre os tratamentos em um nivel de significancia de 5%, o teste de
comparacdo multipla de Dunnet foi aplicado para determinar diferencas com relacéo ao
controle. O teste t de Student foi aplicado para avaliar diferencas entre dois tratamentos,
quando aplicavel. Quando ndo foi observada normalidade ou homogeneidade de
variancias, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido do teste a
posteriori de Dunn para avaliar diferencas entre o tratamento controle e os outros

tratamentos.
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1.3 RESULTADOS

11.3.1.Analise histoquimica

Dentre as se¢Oes de figado analisadas, a média do nimero de pixels de coloracao
azul clara no figado dos machos controle ndo expostos (Figura 6A e Figura 7) foi igual
a 20.741 pixels, representando a menor média. A média maxima de 171.461 pixels foi
encontrada nas fémeas gravidas (Figura 6B e Figura 7), coerente com a suposi¢do de
uma concentra¢do minima de VTG em machos, e maxima em fémeas gravidas. A média
do namero de pixels foi igual a 114.932em EE10, 65.623 em EE100, e 44.191 pixels em
LA, valores que sdo aproximadamente 7x, 3x e 2x maiores relativos ao controle,
respectivamente. A comparagdo por ANOVA indicou diferenca estatisticamente
significativa relativa ao controle apenas nas fémeas gravidas e em EE10 (Figuras 6C-E
e Figura 7;ANOVA, Fs20= 16,1, p < 0,05; Dunnett, p <0,05). Entretanto, um teste T
entre os dados do controle e EE100 detecta diferenca estatisticamente significativa
(Testet =5,5; p < 0,001), e um teste t entre os dados do controle e LA também detecta

diferenca estatisticamente significativa (Teste t = 3,9; p = 0,015).
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Figura 6: Cortes histologicos de figado da espécie Poecilia vivipara apresentando a
coloracdo histoquimica para fosfoproteinas no figado. Ocorréncia da coloragdo azul
claro (painel F) indica presenca de fosfoproteinas no tecido. Em A - macho controle; B
— fémea grévida (controle positivo); C — macho exposto a 10 ng.L ™17 a-etinilestradiol
(EE2); D — macho exposto a 100 ng.L ™ de EE2 e E — macho da Lagoa do Aracéa (exposto
ambientalmente & mistura de contaminantes).




Figura 7: Numero de pixelsde coloragdo azul clara (média + desvio padrdo) nas
secOes de figado analisadas de machos de Poecilia viviparamantidos em agua limpa
(controle negativo), fémeas gravidas (controle positivo), machos expostos em
laboratorio a concentracdes de 10 ngL™ e 100 ngL™do horménio 170-etinilestradiol
durante 14 dias, e de machos coletados na Lagoa do Araca. O asterisco (*) indica
diferenca estatistica (p<0,05) em comparacdo com oscontroles por ANOVA (ANOVA,
Fa20= 16,1, p < 0,05; Dunnett, p <0,05).Letras a e b indicam diferenca estatistica
relativa ao controle por teste T student, p <0,05).
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11.3.2Anélises comportamentais reprodutivas dos casais

11.3.2.1.NUmero de Contatos

O numero de contatos medio entre machos e fémeas dos casais analisados foi
igual a 1,79+2,86 contatos min™ no controle, decaindo para 1,39+2,23contatos min™ em
EE10,0,35+0,42contatos min™? em EE100, e 0,24+0,28contatos min™® em LA. Estes
valores correspondem a reducdes de 22 %, 80 % e 86 % nos tratamentos EE10, EE100 e
LA, respectivamente em relagdo ao controle, sendo que foi verificada diferenca
estatisticamente significativa com relagéo ao controle em EE100 e LA (ANOVA, F3;g0=
3,38, p < 0,05; Dunnett, p <0,05)(Figura 8).

Figura 8: Média do nimero de contatos (média * desvio padrdo) entre casais (macho e
fémea) da espécie Poecilia vivipara expostos em laboratorio as concentracdes de 10
ngL™ e 100 ngL*do horménio 17a-etinilestradiol durante 14 dias, e trazidos do campo
(Lagoa do Araca, machos ambientalmente expostos a mistura de contaminantes). O
asterisco (*) indica diferenga estatistica (p<0,05) do Controle(ANOVA, Fs;go= 3,38, p <
0,05; Dunnett, p <0,05).
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11.3.2.2Duracdo média dos contatos

N&o foi detectada diferenca significativa na duracdo média dos contatos entre
machos e fémeas dos casais analisados (ANOVA, Fse2= 0,97, p = 0,408)(Figura 9). Os
casais analisados apresentaram contatos com duragdo média de 2,47+1,35s no controle,
2,70+1,82sem EE10, 1,87+0,73 s em EE100, e 3,24+3,59 s em LA.

Figura 9: Duracdo média de contato (média + desvio padrdo) entre casais (macho e
fémea) da espécie Poecilia vivipara expostos em laboratorio as concentracdes de 10
ngL™ e 100 ngL™do horménio 17a-etinilestradiol durante 14 dias e trazidos do campo
(Lagoa do Araca, machos ambientalmente expostos a mistura de contaminantes)
(ANOVA, P = 0,408).
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11.3.2.3. Distancia média por contato

A distdncia média por contato entre machos e fémeas dos casais analisados
aumentou em EE100 e LA, quando comparados ao tratamento controle (ANOVA, Fze62=
5,70, p < 0,05; Dunnett, p <0,05) (Figura 10). A distancia média por contato entre
machos e fémeas dos casais foi igual a 0,56+0,059 cm nos controles, 0,57+0,058 cm em
EE10, e 0,62+0,040 cm em EE100 e em LA, representando um aumento de 10,7% em
EE10 e LA relativo aos controles.

Figura 10: Distancia de contato (média + desvio padrdo) entre casais (macho e fémea)
da espécie Poecilia vivipara expostos em laboratério as concentraces de 10 ngL™ e
100 ngLdo horménio 17o-etinilestradiol durante 14 dias e trazidos do campo (Lagoa
do Araca, machos ambientalmente expostos & mistura de contaminantes). O asterisco
(*) indica diferencga estatistica (p<0,05) do Controle(ANOVA, Fse2= 5,70, p < 0,05;
Dunnett, p <0,05).
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11.3.2.4. Tentativa de cOpula por minuto

A média do namero de tentativas de copula pelos machos dos casais analisados
diminuiu de 0,51+0,39 tentativas min™ no controle para 0,28+0,35 tentativas min™* em
EE10, 0,21+0,33 tentativas min? em EE100, e 0,17+0,27 tentativas min™ em LA,
representando reducgdes relativas ao controle de 45%, 58% e 66% em EE10, EE100 e
LA, respectivamente. Entretanto, diferencas estatisticamente significativas em relagao
ao controle foram detectadas somente em EE100 e LA (ANOVA, Fses= 3,50, p < 0,05;
Dunnett, p <0,05) (Figura 11).

Figura 11: Tentativas de coOpula por minuto(média = desvio padrdo) entre casais
(macho e fémea) da espécie Poecilia vivipara expostos em laboratério as concentragdes
de 10 ngL™ e 100 ngL™do horménio 17a-etinilestradiol durante 14 dias e trazidos do
campo (Lagoa do Aracd, machos ambientalmente expostos a mistura de
contaminantes). Tempo total de analise foi 25 minutos.O asterisco(*) indica diferenca
estatistica (p<0,05) do Controle(ANOVA, Fses= 3,50, p < 0,05; Dunnett, p <0,05).
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11.3.2.5. Comparacdo entre o numero de tentativas de copula
detectados por observador humano e o numero de contatos detectados

automaticamente

O software Smart (PanLab Harvard Apparatus, EUA)apresentou um percentual de
acerto variando entre 0 % a 33 %, representado pela razdo entre o nimero de contatos
detectados automaticamente que foram confirmados por observador humano como
tentativas de copula, e o total de tentativas de cdpula observados por humano num

periodo de 25 min de monitoramento de casais de P. vivipara (Tabela 1).

Tabela 1 — Percentual de acerto do nimero de tentativas de copula quantificadas pelo
observador humano e confirmadas pela detecgdo de contatos automaticamente pelo
software Smart.

Casais N2 de tentativas de N2 de Contatos Percentual de acerto
copula Contatos que foram contatos que corresponderam
(observador (software) efetivas com tentativas de cépula/
humano) tentativas tentativas de cépula
de copula

1 2 12 0 0%
2 3 6 1 33 %
3 12 9 2 17 %
4 7 3 0 0%
5 2 1 0 0%
6 17 5 1 6%
7 16 2 0 0%
8 2 3 0 0%
9 9 13 1 11%
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11.3.2.6 Velocidade natatoria espontanea dos machos quando isolados

Foi detectada uma hiperatividade natatoria nos machos expostos ao EE2 e uma
hipoatividade natatoria nos machos provenientes da Lagoa do Araca. A velocidade
natatdria espontanea média dos machos quando isolados nas arenas experimentais, antes
da interacdo com as fémeas, foi igual a 1,85 cm s™ no controle, aumentando para 2,67
cm s em EE10, 3,75 cm s em EE100, e decaindo para 1,22 cm s™ em LA, sendo que
tanto o aumento dose dependente apOs exposicdo ao EE2 quanto a diminuicdo nos
machos provenientes de LA foram diferentes estatisticamente em relacdo ao controle
(ANOVA, Fzs6 = 24,8, p < 0,001; Dunnett, p <0,05) (Figura 12). A hiperatividade
natatoria levou a um aumento da velocidade relativa ao controle de 43% em EE10 e de
102 % em EE100, e a hipoatividade em LA levou a uma reducgéo da velocidade relativa

ao controle de 35%.

Figura 12: Velocidade média de natacdo de machos expostos as concentracfes de 10
ngL™ e 100 ngL*do horménio 170-etinilestradiol durante 14 dias,oucoletados na Lagoa
do Aragéd. Asterisco (*) indica diferenca estatistica (p<0,05) em comparagdo com
oscontroles (ANOVA, Fs;s6 = 24,8, p < 0,001; Dunnett, p <0,05).
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11.3.2.7 Producdo de juvenis recém-nascidos vivos e sucesso na

impregnacéao de fémeas

Machos do grupo controle apresentaram 88 % de sucesso na impregnagdo de
fémeas, enquanto machos provenientes da Lagoa do Aragd apresentaram 55 % de
sucesso na impregnacdo de fémeas (Tabela 2). Além disso, o total de juvenis produzidos
pelas fémeas foi reduzido de 57 quando pareadas com machos do grupo controle para
14 quando pareadas com machos da Lagoa do Araca, correspondendo a um decréscimo
de 75,5 % do total de juvenis produzidos (Tabela 2).

O numero médio de juvenis recém-nascidos vivos gerados pelas fémeas pareadas
com machos do controle foi igual a 7,1+4,01 filhotes fémea™, diminuindo
significativamente para uma média de 2,7+3,62 filhotes fémea™ para as fémeas pareadas
com machos provenientes da Lagoa do Aracad (Teste T, t = 2,574, p = 0,019),
correspondendo a uma reducdo de 62% na producdo de juvenis por fémea para o

tratamento Lagoa do Aracé (Figura 13).
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Figura 13:Numero de filhotes nascidos (média + desvio padrdo) de fémeas da espécie
Poecilia vivipara gravidas do grupo Controle e do grupo Lagoa do Aracga. O asterisco
(*) indica diferenca estatistica (p<0,05) do Controle (Teste T, t = 2,574 p = 0,019;
N=10).
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Tabela 2 — Sucesso na impregnacédo de fémeas por machos do controle e da Lagoa do
Aracd, média donumero de juvenis gerados, e numero total de juvenis gerados nos
tratamentos controle e Lagoa do Araca.

Total de Fémeas Sucesso de Numero Total de
Fémeas gravidas Impregnacéo médio de juvenis
monitoradas das fémeas % Filhotes gerados
Fémeas
+ Macho 9 8 88 % 7,1 57
Controle
Fémeas
+ Macho da 9 5 55 % 2,7 14
Lagoa do

Aracé




11.3.3 Andlise quimica de aguas superficiais no Complexo Estuarino

da Bacia do Pina

A andlise cromatogréfica por HPLC-MS das amostras de agua coletadas em &guas
superficiais no Complexo Estuarino da Bacia do Pina e Rio Capibaribe indicou a
presenca dos estrogenos EE2, E1, E2, E3 e de bisfenol-A em concentra¢cbes minimas e
méximas entre 6,1 e 14 ng L™ para EE2, 3,6 e 14 ng L™ para E1, 2,8 € 5,6 ng L™ para
E2, 12 e 24 ng L™ para E3, e entre 13 e 73 ng L™ para BPA (Tabela 3).

Tabela 3 —Concentracdo em ngL*dosestrégenos (17 o-etinilestradiol - EE2, Estrona -
E1, Estradiol — E2, e Estriol — E3) e bisfenol-A,quantificados em aguas superficiais
noComplexo Estuarino da Bacia do Pina e rio Capibaribe.ND — ndo detectado. LA:
Lagoa do Aracd; CBSP: rio capibaribe em frente ao Sport Clube; CBPI: Pier do late
Clube Casa de banho no Porto de Recife; CBCX: rio Capibaribe na ponte sobre a
Avenida Caxanga. Valores em réplicas das amostras coletadas.Valores ND ndo foram
considerados para o calculo das médias.

EE2 El E2 E3 BPA
Amostra Etinilestradiol Estrona Estradiol Estriol Bisfenol-A
LA 1 ND 13 ND 24 36
LA1 ND 14 ND 12 38
LA 2 ND 16 2,8 19 17
LA 2 ND 15 3,7 18 19
CBSP 1513 6,1 13 ND 22 15
CBSP 1513 7,5 13 ND 15 16
CBPI 1513 ND 3,6 ND ND 15
CBPI 1513 ND 4,1 ND ND 13
CBCX 1513 6,9 14 5,6 22 23
CBCX 1513 14 13 4,8 24 52
Valor
maximo 14 14 5,6 24 73
Valor
minimo ND -6,1 3,6 ND -2,8 ND - 12 13

Média 8,6 11,9 4,2 19,5 31,8
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11.4 DISCUSSAQO

Este estudo demonstrou a potencialidade do estrogénio sintético 17 a-
etinilestradiol alterar aspectos relevantes da biologia reprodutiva de machos de Poecilia
vivipara, incluindo a inducdo da producdo de VTG pelo figado, a perda da intengéo de
copular com fémeas maturas sexualmente, juntamente com a inducdo de uma
hiperatividade natatdria. Além disso, moléculas estrogénicas detectadas em &guas
superficiais do Complexo Estuarino da Bacia do Pina podem ter contribuido para efeitos
semelhantes detectados em machos residentes neste sistema estuarino, incluindo
também a inducdo da producdo de VTG, a perda da inten¢do de copular com fémeas
maturas sexualmente, juntamente com a inducdo de uma hipoatividade natatéria, e que
também resultou numa significativa reducdo da geracdo de juvenis por fémeas que
interagiram sexualmente com estes machos.

O meétodo histoquimico utilizado neste estudo para demonstrar indiretamente a
presenca de VTG em secOes histologicas de figado apresenta correlacdo positiva com
metodologias mais sofisticadas e especificas para a quantificacdo da vitelogenina em
peixes via RNA mensageiro ou métodos baseados em anticorpos especificos para a
vitelogenina (VAN DER VEN et al, 2003; ALKIMIN, 2016). Os resultados
histoquimicos indicaram uma inducdo maxima da producdo de VTG de 7x relativa aos
controles em machos expostos a 10 ngL™ de EE2, sendo reduzida para 3x superior ao
controle em EE100 (Teste t = 5,5; p < 0,001) e para 2x superior ao controle em LA
(Teste t = 3,9; p = 0,015). Apesar da indugdo de VTG nos machos provenientes da
Lagoa do Aragcé ter sido a menor dentre os tratamentos avaliados, ela é coerente com a
presenca dos estrégenos E1, E2, E3 e de BPA na agua da Lagoa do Araca analisada
(Tabela 3), sendo que E2 ¢é considerado o estrogeno natural ativo em teledsteos. Apesar
de 0 EE2, que é cerca de 11 a 27 vezes mais potente que E2 para inducdo de VTG em
trutas (THORPE et al., 2003) n&o ter sido detectado nas duas amostras analisadas na
Lagoa do Aracd, onde os peixes deste estudo foram coletados, a concentragcdo média de
EE2 na amostra do Rio Capibaribe CBSP foi igual a 6,8 ng L™, na regi&o do estuario do
CEBP, e 10,4 ng L™ na amostra do Rio Capibaribe CBCX, mais a montante, que S&0
tipicamente encontradas em ecossistemas aquaticos de areas urbanas contaminados por
esgotos domesticos, como € o caso, e podem induzir significativamente a producdo de
VTG em machos de peixes teledsteos (KIDD et al., 2007). Na regido do Rio Atibaia, em

Campinas, S3o Paulo, a maior concentracio de EE2 detectada foi igual a 25 ng L™, e
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EE2 nédo foi detectado mesmo em amostra do Rio Anhumas, altamente contaminado
por esgotos domésticos e industriais. Nesta mesma regido do Rio Atibaia, as maiores
concentracdes de E1, E2, E3 e BPA detectados foram iguais a 39; 7,3; 2,3 e 84 ng L™,
respectivamente (SODRE et al., 2010).

Entre os estrdgenos presentes na entrada (esgoto sem tratamento) e na saida
(efluentes) de estacdes de tratamento de esgoto, JOHNSON et al. (2000)detectaram E3
em maiores concentracdes, com uma média de 57 ng L™ na entrada e 10 ng L™ na saida,
seguido de E1, E2, e EE2. E3 é um estrogeno natural encontrado em altas concentracfes
em urina de mulheres gréavidas, que também foi detectado nas maiores concentragdes
neste estudo, de até 24 ng L* (média de 19,5 ng L™) aproximadamente 34 % da
concentracdo detectada na entrada de estagOes de tratamento de esgoto referidas acima.
As concentragdes detectadas neste estudo de E3 e E1 também corroboram o padréo
decrescente de concentracgdes verificado por JOHNSON et al. (2000), sendo que E1 foi
detectado em todas as amostras analisadas neste estudo com média de 11,9 ng L™,
seguido de EE2 (média 8,6 ngL™) e E2 (média 4,2 ng L™), sendo que EE2 e E2 foram
detectados somente em 2 dos 5 locais analisados. Estrégenos e seus derivados
conjugados foram detectados em aguas do Rio Paraiba do Sul e outros corpos de agua
de regibes de alta densidade demogréfica no Rio de Janeiro em concentra¢cdes menores
que as detectadas neste estudo, de até 7 ng L™, sendo que E3 foi detectado em média
com 3,6 ng L™, e E1, E2 e EE2 ndo foram detectados (KUSTER et al., 2009). Uma
possivel explicacdo para a menor inducdo de VTG no grupo LA relativa ao controle
pode ser a presenca de moléculas antiestrogénicas nas aguas da regido, uma vez que 0s
efeitos combinados de CDEs com atividade estrogénica e antiestrogénica pode
neutralizar os efeitos de estrogenos na inducéo de VTG (SUN et al., 2009).

O comportamento reprodutivo é considerado um parametro chave quando se
avalia o potencial deletério de desreguladores enddcrinos, tendo em vista que ele €
essencial para a efetiva reproducdo (LANGE et al., 2001; KRISTENSEN et al., 2005).
Em poecilideos como Gambusia affinis tem sido verificado que os machos tentam
copular com as fémeas numa frequéncia alta, pois uma pequena propor¢do das
tentativas de coOpula obtém sucesso na transferéncia de esperma para as fémeas
(BISAZZA et al., 1996). Desta forma, qualquer reducdo ou alteracdo no comportamento
de copula ou em algum outro que leve a realizagdo do mesmo pode resultar em um
menor sucesso reprodutivo do individuo (DOYLE and LIM, 2005). Neste estudo foi
detectada uma reducdo da atividade sexual dos machos tanto pela quantificacdo por
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observador humano das tentativas de copula, quanto pelo nimero total de contatos
entre machos e fémeas apds exposicdo dos machos ao EE2 100 ngL™ em laboratério e a
misturas ambientais na LA (Figuras 8 e 11). Além disso, a deteccdo pelo software de
um aumento da distancia entre machos e fémeas durante 0s contatos nestes mesmos
tratamentos (Figura 10) sugere que estes contatos menos intimos teriam menos chance
de envolver a cépula.A velocidade de natacdo esponténea indicou hiperatividade dos
machos dos tratamentos EE2-10 e EE2-100 e hipoatividade dos machos provenientes de
LA (Figura 11). Ambas as alteracdes podem estar relacionadas a perda da intengdo de
copular com as fémeas detectada em EE-100 e LA.

Para a avaliacio de estudos comportamentais, tradicionalmente ha o
envolvimento de um observador humano, com um cérebro capaz de examinar e
decodificar padrdes complexos de comportamento, extraindo exatamente o
comportamento de interesse.Por outro lado, o uso de softwares comportamentais €
insuperdvel na eficiéncia de aquisicio de uma grande quantidade de dados
comportamentais quando comparados ao observador humano, tendo em vista que o
software pode analisar 0 movimento de varios animais por longos periodos e calcular
comportamentos simples, como distancia percorrida, velocidade maxima e média e
namero de visitas a locais especificos da arena experimental BAATRUP and BAYLEY,
1993; KANE et al., 2004).Segundo BAATRUP (2009) a maioria dos softwares
comportamentais estdo restritos a quantificar comportamentos relacionados com o
movimento ou posi¢do de um ou mais animais atraves do centrdide (centro geométrico
de gravidade) de cada um deles.Comportamentos complexos envolvendo 2 ou mais
animaispodem ndo ser identificados, pois envolvem além da posigéo relativa entre eles,
sua orientacdo espacial e forma, combinados com variacbes na velocidade de
deslocamento e interacdo dos individuos. Neste sentido, a cépula, apesar de ser um
comportamento estereotipado em peixes poecilideos, € um comportamento complexo,
que constitui etapa essencial no processo reprodutivo para a efetiva inseminacdo das
fémeas pelos machos. O software Smart utilizado neste estudo nédo atingiu eficiéncia
minima desejavel para quantificar comportamentos reprodutivos complexos como as
tentativas de copula entre os contatos detectados, que envolvem o monitoramento de
detalhes da posicdo e movimentacdo dos machos e de seu gonopodio. Tentativas de
copula verificadas por observador humano nos videos analisados raramente foram

contabilizadas como contatos quantificados automaticamente pelo software (Tabela 1).
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Dessa maneira, o software Smart demonstrou uma capacidade limitada quanto a
quantificacdo das tentativas de copula em meio aos contatos detectados.

Machos de Gambusia holbrooki expostos a concentragoes de 20, 100, e 500 ngL”
'deE2 por 84 dias apresentaram reducdes no nimero de contatos e de tentativas de
copula em 500 ngL?(DOYLE and LIM, 2002). Machos de Gambusia holbrooki
expostos as concentracdes de 100 e 500 ng L™ de 17 p-estradiol durante 84 dias
apresentaram uma diminuicdo no sucesso de impregnacdo de fémeas de
aproximadamente 75% nos controles para 50% e 45%, respectivamente(DOYLE and
LIM, 2005). Entretanto, ndo houve reducdo do nimero de filhotes gerados por estas
fémeas pareadas com machos expostos ao E2.

Esse estudo demonstrou que os machos provenientes da Lagoa do Araca tiveram
sua capacidade de impregnagdo de fémeas reduzida de 88 % no controle para 55%.
Além da diminuicdo da atividade sexual dos machos como possivel mecanismo para
explicar a reducdo do sucesso na impregnacdo de fémeas, também é possivel que a
viabilidade espermatica dos machos de LA estivesse comprometida, como ja foi
relatado para machos de Poecilia reticulata e truta arco-iris expostos a E2 (BILLARD
et al., 1981; TOFT and BAATRUP, 2003).As altera¢cdes no comportamento sexual dos
machos da LA também estiveram associadas com uma reducdo de 62% no numero
médio de juvenis produzidos pelas fémeas que foram pareadas com 0s mesmos, e de
75% no ndmero total de juvenis produzidos, que sugere um efeito drastico na
capacidade de fémeas pareadas com estes machos de LA de gerar novos recrutas para a
populacgéo residente no CEBP (Tabela 3).

Uma vez que a performance reprodutiva envolve parametros de relevancia
populacional, a investigagdo de pardmetros como a geracdo de juvenis vidveis é
essencial para a protecdo de populacdes de vida selvagem dos efeitos deletérios de
misturas complexas de CDEs. Os dados apresentados neste estudo ilustram a
importancia de se considerar maltiplos pardmetros em diferentes niveis de organizacao

bioldgica para avaliacdo dos efeitos de CDEs.
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1.5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho deixam claro os efeitos adversos causados
pelo 17a-etinilestradiol no comportamento sexual e na reproducdo de machos de
Poecilia vivipara. Também fica evidente que individuos expostos ambientalmente a
mistura de contaminantes na Lagoa do Aracé estdo sujeitos a compostos estrogénicos,
cujos efeitos neste estudo se assemelham aos efeitos bioquimicos e comportamentais
causados por EE2 em laboratério. Niveis de compostos estrogénicos (E1, E2, EE2, E3 e
BPA) encontrados no complexo estuarino da bacia do Pina e rio Capibaribe estdo
envolvidos na redugdo do sucesso de impregnacao e do nimero de juvenis gerados pelas
fémeas pareadas com machos expostos a mistura ambiental de contaminantes. Este
estudo quantifica pela primeira vez CDEs estrogénicos em aguas da regido
metropolitana de Recife, e demonstra o efeito de desreguladores enddcrinos como o
EE2 isolado em laboratério, e de uma mistura ambiental de contaminantes incluindo
CDEs estrogénicos, em biomarcadores bioquimicos, comportamentais e reprodutivos de
Poecilia vivipara, que podem afetar a viabilidade populacional em situacOes

ambientalmente realistas.
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III. CAPITULO 2: Efeitos da atrazina no
comportamento reprodutivo de Poecilia vivipara

111.1 INTRODUCAO

Os organismos aquaticos tém sido sucessivamente expostos a uma variedade de
contaminantes provenientes da atividade industrial, agricola e de efluentes urbanos,
como por exemplo, hidrocarbonetos, metais pesados, compostos desreguladores
enddcrinos e agrotéxicos(SCHNURSTEIN and BRAUNBECK, 2001; FERREIRA,
2012).Compostos desreguladores endocrinos (CDEs) tém atraido uma atengdo
substancial desde adltima década, pois h& evidéncias de que eles causam efeitos
adversos na reproducdo e no desenvolvimento de uma ampla variedade de espécies,
principalmente espécies que estdo constantemente em contato com o ambiente aquatico,
como os peixes por exemplo(COLBORN et al., 1996; BRINGOLF et al., 2004).

Dentre os CDEs, a atrazina destaca-se como um herbicida do grupo das triazinas
bastante utilizado em todo o mundo, principalmente no controle de ervas daninhas em
grandes plantagdes de milho, cana-de-agucar e soja (JAVARONI et al., 1999; HECKER
et al., 2005; FAN et al., 2007).Este composto é considerado moderadamente toxico, mas
devido a sua persisténcia relativa (meia vida de 41 a 237 dias na agua) e alta
solubilidade em &gua, a contaminacdo de ambientes aquaticos por este poluente tem
aumentado nos ultimos anos, podendo ser encontrada em elevadas concentragdes tanto
em aguas superficiais, como em subterraneas(SANCHEZ-CAMAZANO et al., 2003;
SOLOMON et al., 2008; KREUTZ et al., 2012).No Brasil, a concentracdo méaxima de
atrazina recomendada em aguas doces de classe | a classe 11l é de 2 pg L™ pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), segundo a resolucdo 357/2005
(CONAMA, 2005). Porém, ndo ha determinacdo de limite em &guas estuarinas e
costeiras, podendo encontrar desde concentrages baixas como 0,2 upgL™até
concentracdes elevadissimas de 1000 pg L™, em &guas adjacentes a campos tratados
com esse herbicida(READMAN et al., 1993; SCHOTTLER et al., 1994; GRAYMORE
et al., 2001; AZEVEDO, 2013).

Em vertebrados aquéticos, efeitos letais e subletais causados pela atrazina tem
sido investigados, e até hoje ainda ha lacunas quanto aacdo desse herbicida sobre esses
organismos, principalmente em peixes(PAULINO et al., 2012).Estudos sobre os efeitos
toxicos de atrazina em peixes indicaram uma grande variabilidade nas respostas,

dependendo da dose e da espécie.A maioria dos estudos fisiolégicos e bioquimicos
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propde que os principais alvos da atrazina envolvem receptores do sistema enddcrino
reprodutivo(ROHR and MCCOY, 2010; PAPOULIAS et al, 2014).Estudos
comoVASANTH et al. (2015) e FAN et al. (2007) demonstraram o efeito estrogénico
da atrazina, resultante pela inducdo da aromatase e da vitelogenina plasmatica em
machos. J& SHENOY (2014) percebeu que fémeas de Poecilia reticulata expostas
durante o periodo gestacional (embribes ainda na barriga das fémeas) a concentragdes
de 1 a 13,5pg.L™ de atrazina, quando adultos se tornaram menos propensos a realizar os
comportamentos de copula (display sigméide, tentativas de copula pelo movimento do
gonopddio) quando comparados aos machos controle.

LITTLE et al. (1990)afirmam que vérios estudos tém demonstrado que as funcdes
comportamentais sd@o as primeiras a serem alteradas e exibidas em peixes expostos a
contaminantes, antes de qualquer mortalidade ficar evidente. Assim, biomarcadores
comportamentais em peixes sao medidas quantitativas de habilidades adaptativas que
contribuem para a sua aptiddo evolutiva, sendo importantes para a sobrevivéncia,
crescimento e/ou reproducdo do mesmo (BEITINGER, 1990).

Os indices organo-somaticos, como o gonadossomatico (IGS) e
hepatossomatico(IHS)indicam quantitativamente o bem estar do peixe, refletindo
condicdes alimentares recentes e a influéncia dos fatores ambientais sobre o animal
(VAZZOLER, 1996).Esses indices sdo Uteis ndo somente no monitoramento do estado
geral do individuo, como também noprocesso de previsdo das mudancas decorrentes das
variagOes sazonais e da presenca de substancias estressantes como, por exemplo, 0s
contaminantes quimicos. Logo, esses indices vém sendo bastante utilizados como
biomarcadores, no entanto, eles devem ser utilizados com cautela, devendo ser
empregados apenas quando comparam individuos da mesma espécie ou de espécies
similares(SCHMITT and DETHLOFF, 2000).

A espécie Poecilia vivipara (Barrigudinho ou Guart) Bloch & Schneider, 1801
(Cyprinodontiformes,Poeciliidae) € um peixe teleésteo com uma ampla distribuigdo
geogréafica, sendo encontrado nas Américas (AMARAL et al., 2001). E uma espécie
eurialina e abundante na maioria dos ambientes aquaticos dulcicolas e estuarinos do
Brasil(GOMES and MONTEIRO, 2008). Por apresentar um sistema de acasalamento
bem caracteristico e de fécil identificacdo por um observador humano, a analise desse
comportamento sexualtem sido bastante utilizada como biomarcador comportamental de
desregulacdo enddcrina (BAATRUP, 2009; MELO, 2013).Devido a sua fécil

manutencdo em laboratério essa espécie vemsendo utilizada no Instituto Nacional de
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Ciéncia e Tecnologia de Toxicologia Aquatica do CNPg para odesenvolvimento de
metodologias de biomonitoramento de ambientes aquaticos com base nosbiomarcadores
de contaminagao.

Os efeitos desse herbicida no comportamento reprodutivo de peixes Poecilideos
ainda s&o pouco conhecidos, desta maneira, esta proposta teve como principal objetivo
avaliar os efeitos do desregulador enddcrino atrazina em juvenis machos e fémeas
adultos da espécie P. vivipara envolvendo a analise de parametros comportamentais e
reprodutivos, de modo a contribuir para o avanco cientifico e tecnolégico no uso de

biomarcadores de contaminac¢do para 0 monitoramento ambiental.
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111.2 METODOLOGIA

111.2.1 Obtengao dos organismos teste

Exemplares machos e fémeas maturos sexualmente do barrigudinhoPoecilia
vivipara foram criados nobiotério aquatico do Laboratério de Ecotoxicologia Aquatica
(LABECOTOX) da Universidade Federal de Pernambuco. Jovens recém-nascidos
foram alimentados quatro vezes ao dia, trés vezes com nauplios de Artemia sp e uma
vez com racdo comercial para peixes com 45% de proteina. Individuos machos foram
separados do grupo no inicio da diferenciacdo sexual, a partir de aproximadamente 2
meses de idade, pela verificacdo de desenvolvimento visivel do gonopddio na nadadeira
anal. Fémeas foram mantidas em aquarios separados, representadas pelos individuos
sem desenvolvimento do gonopddio na nadadeira anal, e mantidas virgens, sem contato
com machos até a experimentacdo. Machos e fémeas foram mantidos separadamente
por 8 a 12 meses até um tamanho adulto aproximado de 25 mm de comprimento total
para 0s machos e de 30 mm para as fémeas. Todos os animais foram mantidos em
aquérios de vidro (80 litros) com sistema de recirculagdo da dgua do mar na salinidade
25, acoplado a um sistema de filtragdo mecénica e biolégica. Foi mantido um
fotoperiodo de 12h Luz/12h escuro, e parametros de qualidade de agua (média + desvio
padrdo) foram mensurados semanalmente com uma sonda multiparamétrica YSI
Professional Plus, registrando-se temperatura de 26 = 0,5 °C,concentracdo de amdnia
total abaixo de 0,02 mg L™, pH8,2 + 0,1, e concentracéo de oxigénio dissolvido de 6,0 +
0,4mg L™

11.2.2 Preparo da solucdo de Atrazina e exposicédo de machos e fémeas

cultivados no laboratério

Foi pesado 0,100 g deAtrazina com 99% de pureza(Sigma Aldrich)numa balanca
analitica Shimadzu,sendo este posteriormente dissolvido em 25 ml de dimetil sulféxido
(DMSO) P.A. num baldo volumétrico de 25ml.Esta solugdo estoque primaria de 4000
mg L™ foi diluida 10 vezes com DMSO para a preparacdo de uma solucdo secundéria
400 mg L™ E a secundaria também foi diluida 10 vezes para a preparacdo de uma
solucdo terciaria 40 mg L™.125 pL das soluges estoque terciaria, secundaria e primaria
foram pipetados com micropipeta de volume varidvel de 2 a 200 pL para aquarios com
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10L de &gua do mar, de modo a atingir as concentra¢gdes nominais na agua de 0,5ug L
15,0ug L?, 50 ug L™ respectivamente.

Machos e fémeas adultos cultivados no laboratério com comprimento total médio
de 25 e 30 mm, respectivamente, foram distribuidos em oito grupos em aquérios de 10
L, quatro com machos e quatro com fémeas isolados, contendo 10 individuos cada. Um
aquério de machos e um aquario de fémeas foi exposto a concentragdes nominais do
herbicida atrazina de 0,5,5,0 e 50 pg L™, além de um grupo controle em &gua limpa do
cultivo. A exposicao dos peixes durou30 diase foi realizada num sistema semi-estatico
nos aquarios de 15 litros, com renovacdo de 100% da &gua nas respectivas
concentragdes a cada 24 h. Pardmetros de qualidade de &gua foram mantidosnas

mesmas condi¢des da &gua do cultivo descrita anteriormente no capitulo 1.
11.2.3Anélises comportamentais reprodutivas dos casais

Para ter uma analise mais detalhada dos possiveis efeitos do composto no
comportamento reprodutivo de casais, foram realizadas duas séries de filmagens, a
primeira ao término do 14° dia de exposicdo e a segunda ao término do 30° dia de
exposicdo. Para ambas as séries de filmagens foram analisados quatro tratamentos
experimentais para as andlises comportamentais reprodutivas, incluindo machos e
fémeas dos tratamentos controle,0,5pg L™, 5,0ug L?, 50 pg L™. Numa primeira etapa
machos e fémeas de cada um destes tratamentos foram transferidos e mantidos
isoladosem aquarios de vidro fosco de 20 x15 x 15 cm (Comprimento x Largura X
Altura), contendo 2L de agua do mar (6,5 cm de coluna de agua), sendo a atividade
natatdria espontdnea dos mesmos monitorada por 30 min por cameras de video com
lentes de 6-60 mm de distancia focal,enquadrando por vista superior cada um destes
aquarios ou arenas experimentais. Arquivos de video dos diferentes animais isolados
foram criados por uma placa de captura de video Geovision modelo GV- 900 num
computador, para posterior analise da velocidade natatoria.

Apos este periodo de 30 min de monitoramento dos individuos isolados, fémeas
de mesma concentracdo de exposicdo foram transferidas para os aquérios onde estavam
0s machos do mesmo tratamento, e 0 comportamento de cada casal foi monitorado pelo
mesmo sistema de cameras de video por 25 minutos, sendo os arquivos de video
armazenados em computador para posterior analise do comportamento sexual de cada

casal. Os arquivos de video do monitoramento da atividade natatéria espontanea dos
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machos e fémeas isolados foram analisados pelo moédulo béasico do software Smart
(PanLab Harvard Apparatus, Espanha), quantificando a velocidade média de natacdo em
cm s™ de cada animal monitorado.

O comportamento sexual de cada casal foi analisado a partir da anélise detalhada
do respectivo arquivo de video por observador humano. Nesta andlise o observador
quantificou:

a) 0 numero de tentativas de copula efetuado pelos machos de cada casal durante
0 periodo total de 25 minutos de monitoramento. Este comportamento é caracterizado
pela tentativa de introdugdo do gonopddio no poro genital da fémea, representando
etapa essencial para a efetiva fertilizacdo interna da fémea, e que pode ser observado
nas imagens obtidas pelo sistema utilizado. Para facilitar compara¢Ges o nimero de
tentativas de copula totais detectados para cada casal foi dividido pelos 25 minutos de

monitoramento, sendo expresso em nimero de tentativas de cépula min™.
11.2.4 Ovdcitos maduros, IGS e IHS

Ao término do monitoramento da interacdo reprodutiva de cada casal pelo sistema
de video, os casais foram mantidos juntos nos mesmos aquarios por mais uma hora.
Passado esse tempo, as fémeas foram transferidas para redes circulares individualmente
dentro de aquarios de 80L, sendo acompanhadas individualmente por um periodo
adicional de 60 dias, para quantificacdo do numero de ovocitos maduros.O numero de
ovacitos foi determinado a partir da contagem do nimero total de ovocitos maduros
contidos nos ovérios de cada fémea.

O IGS (indice gonadossomatico)e o IHS (indice hepatossomatico) das fémeas
foram expressos pela razdo entre o peso da génada - Wgonada (para o IGS) ou figado -
Wfigado (para 0 IHS),e o peso total de cada individuo - Wtotal. O 1GS foi calculado
segundo a formula de (VAZZOLER, 1996):

IGS = (Wgbnada / Whotal) X 100

Ja o IHS foi calculado segundo a férmula de (SANTOS, 1978):

IHS = (Wfigado / Whotal) x 100
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111.2.5. Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o software SigmaPlot 11(Jandel
Scientific, Erkrath, Germany), a um alfa de 5% para todas as analises. Para a
comparacdo dos dados foi feita a anélise de variancia de um fator (ANOVA ), e apés
aceitas as premissas de normalidade e homogeneidade das amostras, foi feito o teste de
Dunnett para avaliar diferengas entre o controle e os tratamentos. Quando ndo foi
observada normalidade ou homogeneidade das variancias, foi aplicado o teste néo
paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido do teste a posteriori de Dunn para avaliar

diferencas entre o tratamento controle e os outros tratamentos.
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111.3. RESULTADOS

111.3.1 Comportamentoreprodutivo

111.3.1.1Tentativas de Cépula

Ao final do 14° dia de exposicdo, 0s casais apresentaram médias de 1,03; 1,04;
0,37 e 0,24tentativas min”nas concentracdes Controle, 0,5, 5,0 e 50 pgL™,
respectivamente. Foramobservadas reducdesde 64,07% na concentragdo 5,0 pgL™, e de
76,69% na concentracdo 50 pgL™, sendo estaestatisticamente significativa apenas na
maior concentragdo (ANOVA, Fz27= 3,66, p < 0,05; Dunnett, p < 0,05) (Figura 14A).
No 30° dia de exposi¢cdo, as médias de tentativas de copula ndo foram estatisticamente
significativas quando comparadas ao controle(ANOVA, P = 0,887) (Figura 14B).

Figura 14: Tentativas de Copula por minuto (média + desvio padrdo), entre os casais
(macho e fémea) de Poecilia vivipara, expostos a diferentes concentracdes, 0,5pgL™,
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5,0 pgL™ e 50 pgL™, do herbicida atrazina durante 14 dias (A) (ANOVA, Fs27= 3,66,
p < 0,05; Dunnett, p < 0,05)e 30 dias (B) (ANOVA, P =0,887). O asterisco (*) em 14A
indica diferenca estatistica (p<0,05) do Controle. Tempo total de analise foi 25 minutos.
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49 ovécitos nas concentracdes Controle, 0,5 pgL?, 50 pgL? e 50 ugL™,
respectivamente. Ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa nos valores

quando comparados ao tratamento controle(ANOVA, P = 0,684) (Figura 15).

Figura 15:Numero de ovdcitos maduros (média = desvio padrdo), de fémeasda
espéciePoecilia vivipara, expostas a diferentes concentrages, 0,5ugL™, 5,0 ugL™ e 50
ugL™?, do herbicida atrazina durante 30 dias (ANOVA, P = 0,684).
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111.3.1.3Atividade natatoria dos Machos

Ao término do 14° dia,foi detectada uma hiperatividade natatéria nos machos
expostos a atrazina. A velocidade de natacdo dos machos expostos a concentracdo de
5,0 ugL™ foi igual a 2,33 cm/s?, representando um aumento significativo de 77%
quando comparada ao controle, que apresentou uma velocidade mediana de 1,31 cm/s™.

As concentracdes 0,5 e 50 ugL™ apresentaram velocidades de 2,46cm/s™ e 2,21cm/s™
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respectivamente, porém, estas ndo foram estatisticamente significativas quando
comparadas ao tratamento controle (ANOVA, Fa35= 2,63, p < 0,05; Dunn, p < 0,05)
(Figura 16A).No 30° dia de exposi¢do, em nenhuma das concentragdes do herbicida foi

observada diferenca estatisticamente significativa (ANOVA, p = 0,076)(Figura 16B).

Figura 16: Velocidade de Natacdo (mediana + desvio padrdo) de individuos machos da
espécie Poecilia vivipara expostos a diferentes concentracdes, 0,5ugL™, 5,0 pgL™ e 50
ugL™, do herbicida atrazina durante 14 dias (A) e 30 dias (B). O asterisco (*) em 16A
indica diferenca estatistica (p<0,05) do Controle (ANOVA, Fa35= 2,63, p < 0,05; Dunn,

p < 0,05).
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de exposicdo. Em ambas as concentragdes o aumento foi significativo quando

comparados ao controle, com velocidade de 0,93 cm/s™ (ANOVA, Faz4= 5,31, p < 0,05;

Dunnett, p < 0,05) (Figura 17A).Ao final do 30° dia de exposi¢cdo, embora as

velocidades natatorias ainda fossem elevadas, estas nao foram estatisticamente

significativas quando comparadas ao controle (ANOVA, P = 0,379)(Figura 17B).

66



Figura 17: Velocidade de Natacdo (mediana + desvio padrdo) de fémeas da espécie
Poecilia vivipara expostas a diferentes concentracdes, 0,5pgL™?, 5,0 pgL™ e 50 pgL™,
do herbicida atrazina durante 14 dias (A) e 30 dias (B). O asterisco (*)em 17A indica
diferenca estatistica (p<0,05) do Controle (ANOVA, F434= 5,31, p < 0,05; Dunnett, p <
0,05).
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desse indice na concentracdo de 5,0 pgL e de 5,3% em50 pgL™, quando comparadas
ao Controle (ANOVA, P =0,704) (Figura 18).

Figura 18: Indice Gonadossomatico (média + desvio padrdo), de fémeasda
espéciePoecilia vivipara, expostas a diferentes concentrages, 0,5ugL™, 5,0 ugL™ e 50
ngL™?, do herbicida atrazina durante 30 dias (ANOVA, P = 0,704).
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111.3.3Indice Hepatossomatico

Quanto ao indice hepatossomatico, as fémeas apresentaram médias de 1,66; 1,58 e
1,37nas concentracdes de 0,5 pgL™, 5,0 pgL™ e 50 pgL™, respectivamente.Quando
comparados com o tratamento Controle, que obteve uma média de 1,34, ndo foi
observado diferenca estatisticamente significativa com o mesmo (ANOVA, P = 0,613)
(Figura 19).



Figura 19: Indice Hepatossomatico (média + desvio padrdo), de fémeasda
espéciePoecilia vivipara, expostas a diferentes concentrages, 0,5ugL™, 5,0 ugL™ e 50
ngL™, do herbicida atrazina durante 30 dias (ANOVA, P = 0,613).
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111.4. DISCUSSAO

A capacidade de organismos para sobreviver até a idade reprodutiva exige que
eles realizem respostas comportamentais adequadas as mudangas no seu ambiente. O
comportamento é um determinante essencial do sucesso reprodutivo e, como tal, € um
alvo importante para a selecdo natural, que pode atuar no modo e na forma de

comportamentos espécie-especificos(SOLOMON et al., 2008).0 ambiente global esta
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cada vez mais carregado com produtos quimicos antropogénicos derivados e seus
produtos de degradacdo, e muitos destes compostos, incluindo os produtos contendo
atrazina, tém sido indicados por afetar adversamente uma ampla variedade de
organismos(CHAPMAN, 1992; NEUMAN-LEE and JANZEN, 2011). Atrazina ja foi
relatada demonstrando efeitossobre o sistema reprodutivonos quatro principais grupos
de vertebrados, mamiferos (COOPER et al., 2007), anfibios(HAYES, 2005),
répteisNEUMAN-LEE and JANZEN, 2011)e peixes(ROHR and MCCOY, 2010).
Neste estudo, exploramos os possiveis impactos de niveis ambientalmente relevantes da
atrazina em condi¢Oes ecologicamente realistas em um conjunto de parametros
relacionados ao comportamento reprodutivo em juvenis da espécie Poecilia vivipara.
Duas avaliacdes foram realizadas durante os 30 dias de exposi¢do, uma no 14° dia e
outra ao final do 30° dia, resultando num maior esclarecimento dos parametros
avaliados em cada grupo analisado.

A tentativa de copula em poecilideos éa estratégia utilizada pelo macho para a
transferéncia de esperma. No presente estudo foram detectadas reducgdes dessas
tentativas de copula relativas aos controles de 64 % na concentracdo 5,0ugL™ (p > 0,05)
e de 76 % na concentragdo 50 ugL™ (p < 0,05).SHENOY (2012)expds machos adultos
de Poecilia reliculata a concentracdes de 1 e 15 pglL™de atrazina por aproximadamente
120 dias, e detectou uma reducdo no numero de displays sigmdides em ambas
concentragdes testadas. Entretanto, estes autores ndo detectaram reducdo nas tentativas
de copula nestas mesmas concentraces. Apesar da reducdo nas tentativas de copula de
64% detectada neste estudo em 5 pgL™ ndo ter sido estatisticamente significativa, isto
sugere que P. vivipara seja mais sensivel a atrazina que P. reticulata para o parametro
tentativa de copula, que é fundamental para a efetiva fertilizacdo das fémeas. Num outro
estudo, SHENOY (2014) expbs filhotes de Poecilia reticulata durante o periodo
gestacional (ou seja, dentro da barriga das fémeas) a concentracdes de 1 e 13,5 pug L™ de
atrazina, e verificou que ap6s atingirem a idade adulta, os machos apresentaram
reduc@es significativas no nimero de displays sigmoides e de tentativas de copula em
ambas as concentragcdes de exposicdo, demonstrando o potencial desse herbicida de
afetar o comportamento reprodutivo de machos poecilideos, mesmo que sejam expostos
em Utero na fase de desenvolvimento embrionério.

O mecanismo de agédo da atrazina em peixes ainda tem sido amplamente discutido
em diversos estudos, porém, uma das explicacbes mais aceitas sugere que a atrazina

regula positivamente a producdo da enzima aromatase, que em peixes é essencial para a
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conversdao da testosterona em estradiol(HAYES et al., 2011). Com a inducdo da
aromatase, ocorre um aumento na taxa de converséo da testosterona em estradiol, e com
iSS0 0s niveis de testosterona, no caso de peixes teledsteos da 11-ketotestosterona,
reduzem podendo afetar o desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias e 0s
comportamentos reprodutivos(SOLOMON et al., 2008; SHENOY, 2014), resultando na
feminizacgdo ou desmasculinizagédo dos mesmos(MILNES et al., 2006).

Em peixes, uma grande diversidade de contaminantes pode afetar o desempenho
natatdrio e comprometer a capacidade de escapar dos predadores(LITTLE et al., 1990;
WEIS et al., 2001b; @VERLI et al., 2002; KAVITHA and VENKATESWARA RAO,
2007). Mudancas abruptas na atividade natatoria podem ser avaliadas qualitativamente,
ja as mudangas sutis, decorrentes de exposicdes subletais, s6 podem ser detectadas
através de uma analise mais detalhada desta resposta (LITTLE et al., 1990). Neste
estudo, a atividade natatoria de machos e fémeas foi avaliada apds 14 e 30 dias de
exposicdo a concentragdes de 0,5, 5,0 e 50 pug L™ de atrazina. Em geral, foi observado
um aumento significativo, ou seja, uma hiperatividade natatdria tanto nos machos
guanto nas fémeas expostas. As fémeas apresentaram uma hiperatividade significativa
em todas as concentracfes de exposi¢do. Ja nos machos essa hiperatividade s6 foi
significativa na concentracdo de 5,0 pg L™ A hiperatividade na atividade natatéria
também foi vista por DEL CARMEN ALVAREZ and FUIMAN (2005) que expés
larvas de Sciaenops ocellatus a concentracdes de 40 e 80 pgL™ de atrazina por 4 dias.
Em ambas as concentragdes, as larvas exibiram elevadas velocidades de natagdo e
nadaram por caminhos mais complicados que as larvas do controle. JA SAGLIO and
TRIJASSE (1998) observaram aumentos significativos na natacdo explosiva (impulso
repentino ndo direcionado, seguido da imobilizagdo do peixe) e da natagdo de superficie
(abertura da boca na superficie da coluna d’agua) em Carassius auratus apés 24 horas
de exposicdo a concentracdes de0,5, 5,0 e 50 pg L™ de atrazina. Padres de atividade
natatdria podem influenciar na predacdo: presas hiperativas tendem a ser mais visiveise,
portanto, podem ser mais vulneraveis a predacdo (WEIS et al., 2001b). A hiperatividade
encontrada na atividade natatéria de peixes causada pela atrazina nesse estudo foi
semelhante as altera¢fes induzidas pela mesma na atividade locomotora de anfibios
(EHRSAM et al., 2016) e mamiferos(ROHR and MCCOQY, 2010; BARDULLAS et al.,
2011).

O indice gonadossomatico (IGS) é uma expressdo do peso da gbnada em relacdo
ao peso total do corpo do animal, portanto, um potencial indicador de desenvolvimento
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ou anormalidades sexuais (VAN DER KRAAK et al., 2014). Assim como o IGS, o
namero de ovocitos maduros também é um parametro bastante utilizado para avaliar a
capacidade reprodutiva de fémeas. No presente estudo o IGS ndo foi afetado apds 30
dias de exposicdo a atrazina em nenhuma das concentracdes de exposicao (0,5, 5,0 e 50
Hg LY. Segundo VAN DER KRAAK et al. (2014) essa falta de resposta do I1GS a
atrazina ja tem sido relatada para outras espécies de peixes como Pimephales
promelas(BRINGOLEF et al., 2004), Carassius auratus (SPANO et al., 2004) e Oryzias
latipes(PAPOULIAS et al., 2014). Entretanto, PAPOULIAS et al. (2014) e TILLITT et
al. (2010)evidenciaram o potencial da atrazinaem causar reducdo na produgéo de ovos
em fémeasde Oryzias latipese dePimephales promelas, respectivamente, expondo as
fémeas a concentracOes e tempos de exposicdo (aproximadamente 30 dias) a atrazina
idénticas as utilizadas neste estudo.Este trabalho ndo detectou diferenca na producéo de
ovdcitos maduros nas fémeas de P. vivipara expostas as mesmas concentracoes,
indicando uma menor sensibilidade desta espécie a este importante efeito relevante a
nivel populacional. Cabe salientar que as estratégias reprodutivas de Oryzias latipes e
Pimephales promelas sdo bem distintas, sendo que ambas as espécies sdo oviparas e
apresentam fertilizacdo externa, ovulando e desovando évulos para serem fertilizados
pelos machos em intervalos reduzidos, sendo que durante todo o periodo de exposi¢ao o
processo de ovogénese estava se processando desde o estagio de ovdcitos primarios. Por
outro lado, P. vivipara apresenta desenvolvimento por ovoviviparidade e fertilizagédo
interna, e é possivel que as fémeas utilizadas neste experimento, apesar de virgens e
apresentarem a mesma idade, ja houvessem ovulado antes ou nas fases iniciais da
exposicao a atrazina, e portanto, ndo teriam sofrido os efeitos relatados acima durante o
processo de ovogénese, de reducdo da producéo de ovos.

Dos indices organo-somaticos, o IHS, ou indice hepatossomatico, é o mais
associado com a exposicdo de contaminantes, sendo nada mais do que o peso do figado
expresso como uma percentagem do peso total do corpo (SCHMITT and DETHLOFF,
2000). Neste estudo o IHS das fémeas ndo apresentou diferenga estatistica com o
controle, porém, verificou-se um pequeno aumento de 23,8% e 17,8% nas
concentracdes 0.5e 5,0ugL "de atrazina, respectivamente. Esse aumento do IHS também
foi detectado porYANG et al. (2010) que expuseram machos e fémeas de Grobiocypris

rarus a concentracdes de 3, 10, 33, 100, 333 pg Lde atrazina por 28 dias.

73



111.5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo mostram efeitos adversos do herbicida atrazina
no comportamento sexual de copula entre machos e fémeas da espécie Poecilia vivipara
Parametros reprodutivos como os indices organossomaticos (IGS e IHS) e nimero de
ovdcitos ndo foram significativamente alterados nas fémeas expostas. A exposicado a
atrazina aumentou a velocidade natatoria tanto nos machos como nas fémeas, tornando
os animais afetados hiperativos, o que pode estar relacionado & diminuicdo das

tentativas de cépula dos machos.
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