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RESUMO

NARCIZO, A. M. Avaliagdao da exposi¢do aguda ao aluminio e variagdes do pH na
expressao de gonadotropinas em Oreochromis niloticus (Teleostei: Cichlidae). 2009. 82
f. Dissertacdo (Mestrado). Departamento de Fisiologia, Instituto de Biociéncias,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2009.

O aluminio e o pH 4cido exercem efeitos toxicos sobre a fauna ictica. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos do aluminio e do aluminio em pH 4cido na fisiologia
reprodutiva de Oreochromis niloticus. Para a conducao deste experimento, fémeas desta
espécie foram expostas a concentracdo de 0,5 mg de Al L' em pH neutro (Al — N), 0,5
mg de Al L' em pH 4cido (Al - Ac), somente em pH neutro (CTR — N) e somente em
pH écido (CTR — Ac) por 96h. Apés o periodo de exposi¢do aguda, os animais foram
sacrificados e tecidos como encéfalo, branquias, figado, gdnadas e musculo, foram
retirados para a determinacdo da concentracdo de aluminio por espectrofotometria de
absor¢do atdmica. A hipodfise foi coletada e congelada para a quantificacdo da expressao
da subunidade  dos genes das gonadotropinas, FSH (hormoénio foliculo estimulante) e
LH (hormonio luteinizante) por qRT-PCR. Os resultados mostraram que animais
expostos ao aluminio, tanto em pH acido quanto neutro, acumularam mais aluminio no
encéfalo e no miusculo esquelético em relacdo aos grupos controles. Nas branquias,
apenas quando os animais s3o expostos ao aluminio em pH neutro, actimulos
diferenciados sdo encontrados e, adicionalmente, fémeas expostas ao pH dcido,
independente da concentracdo do aluminio na 4agua, acumulam mais metal nos
filamentos branquiais. Nos ovdrios, tanto a presenca de maiores concentragdes deste
metal na dgua, quanto a acidez da mesma foram determinantes na incorporagdo do
aluminio. Os dados de expressdo génica evidenciam que, animais submetidos ao
aluminio em pH 5,5 apresentaram uma redu¢do na expressdo do gene do FSH, no
entanto em pH neutro esta alteracdo na expressdo deste gene ndo foi encontrada. Os
animais expostos ao aluminio, tanto em pH 4cido quanto neutro apresentaram
diminui¢cdo na expressio de LH. A andlise dos resultados de expressio do LH
combinada com o perfil dos progestigenos plasmaticos previamente conhecidos para os
mesmos animais, mostram que, em condi¢des adversas de pH (&cido) a acdo do
aluminio como um disruptor enddcrino foi traduzida em alteragdes na fisiologia
gonadal, limitando a produ¢do do 17aOHP (hidroxiprogesterona), importante hormonio
na ovulagdo. Por outro lado, quando as condicdes de pH foram favordveis (neutro), a
diminui¢do da expressdo de LH ndo levou ao desajuste na produc¢do de 170OHP, ou
seja, os animais de alguma forma, compensaram esta disfuncdo.

Palavras-chave: 1. Peixes 2. Ecotoxicologia 3. Aluminio 4. pH 5. Reproducdo 6.
Gonadotropinas.



ABSTRACT

NARCIZO, A. M. Evaluation of acute exposure to aluminum and pH variations in the
expression of gonadotropins in Oreochromis niloticus (Teleostei: Cichlidae). 2009. 82 f.
Dissertacdo (Mestrado). Departamento de Fisiologia, Instituto de Biociéncias,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Aluminum and acidic pH are known to be toxic to the ichthyofauna. The main goal of
the present study was to evaluate the effects of aluminum and acidic pH in the
reproductive physiology of Oreochromis niloticus. To conduct this experiment, females
were exposed to aluminum at 0.5 mg of Al L' in neutral pH (Al — N), 0.5 mg of Al L’
in acidic pH (Al - Ac), a control group in neutral pH (CTR — N) and acidic pH (CTR —
Ac) for 96h. After the acute exposition period, the animals were killed and the following
tissues, brain, gills, liver, gonads and muscle, were frozen for aluminum determination
by atomic absorption spectrophotometer. The pituitary was collected and also frozen to
quantify the gene expression of the [ subunit of the gonadotropins FSH (follicle
stimulating hormone) and LH (luteinizing hormone) using qRT-PCR. The results
showed that animals exposed to aluminum, even in acidic or neutral pH, accumulated
more aluminum in brain and white muscle comparing with their control groups. In the
gills, only when the animals were exposed to aluminum in neutral pH, different patterns
of accumulation were found and, additionally, females exposed to acidic pH,
independent of the water aluminum concentration, accumulated more metal in the gills
filament. In the ovaries even the presence of higher aluminum concentration in water
and the acidic pH were essential in aluminum deposition. The gene expression data
showed that, animals exposed to aluminum in pH 5.5 reduce FSH gene expression,
however in neutral pH this alteration was not observed. Animals exposed to aluminum,
even in acidic or neutral pH, reduced LH expression. The data analyses of LH gene
expression combined with the plasma progestagens, previously known for the same
animals, showed that, in adverse pH conditions (acidic), the aluminum role as an
endocrine disruptor was translated in alterations in gonad physiology, reducing the
production of 17aOHP (hidroxy progesterone), an important hormone in ovulation. On
the other hand, when the pH conditions were optimum (neutral), the reduced LH gene
expression did not reflect in impairments in the 17aOHP production, which means the
animals, somehow, compensated this dysfunction.

Keywords: 1. Fish 2. Ecotoxicology 3. Aluminum 4. pH 5. Reproduction 6.
Gonadotropins
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1 INTRODUCAO

A partir das ultimas décadas do século XX até o presente momento, tem estado
cada vez mais explicita a dependéncia do homem em relacio aos recursos naturais e sua
real necessidade de protegé-los e utilizd-los de maneira sustentdvel, sendo isto
reconhecido mundialmente na Conferéncia das Nacoes Unidas para o Meio Ambiente e
0 Desenvolvimento no Rio de Janeiro em 1992 (LAWRENCE; ELLIOTT, 2003).

No Brasil, os maiores impactos das mudancgas climéticas devem atingir todas as
regides e biomas de forma diferenciada. Os recursos naturais, como os recursos hidricos
e as plantacOes agricolas serdo os primeiros a sofrer escassez decorrente dessas
alteracoes (PIVA; FURTADO; BAITELO, 2006). Essas alteracdes incluem a
fragmentacdo dos sistemas aqudticos, o que pode levar a uma drastica redu¢do na
diversidade bidtica local, seja imediatamente, através da perda da area, ou em longo
prazo, através dos efeitos do isolamento. Existe um consenso de que os ambientes
aqudticos sdao os que mais precisam de protecdo imediata, pois neles sdo identificadas
ameacas a biodiversidade como superexplotacdo, destruicdo de habitats, invasdo de
espécies exoticas e poluicdo, sendo esta ultima, um dos maiores desafios a serem
enfrentados pela humanidade, pois o0s ecossistemas aqudticos sdo considerados
receptores finais de toda forma de poluicio e todos os organismos, terrestres ou
aqudticos, sdo dependentes da dgua para sobrevivéncia (LAWRENCE; ELLIOTT,
2003).

Por este motivo, avaliar o real estado de um corpo d’4dgua tem sido muito
importante, e a maneira mais eficiente de realizar esta avaliagdo € observar a ocorréncia
de organismos aqudticos, bem como seus aspectos populacionais. Quando se observam
efeitos danosos no ecossistema como um todo, se evidencia o resultado de muito tempo
de exposicao as alteracdes ambientais (como por exemplo, os poluentes) podendo estes
prejuizos ser irreversiveis.

Outras observagdes como diminui¢do da taxa de crescimento e infec¢des, por
exemplo, podem ser também utilizadas como avaliacio do efeito da exposi¢do a
poluentes, no entanto, estas respostas fisioldgicas sdo precedidas por respostas celulares,
e quanto mais baixo for o nivel de organizacdo biolégica na qual se possa detectar o
efeito de um poluente, mais eficientes serdo os trabalhos de minimiza¢do de impactos

e/ou de controle preventivo e corretivo de seus efeitos, por isso € necessdrio que se
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conheca a toxicidade de certos poluentes e sua influéncia sobre, por exemplo, a fauna
ictica, pois a presenca ou auséncia de uma determinada espécie em um ambiente pode
refletir as condicdes fisico-quimicas e bioldgicas em relacdo aos niveis tréficos do
mesmo ambiente (ATTRILL; DEPLEDGE, 1997; LEVESQUE et al., 2002;
LAWRENCE; ELLIOTT, 2003; MUCCI et al., 1987).

Assim, a ecotoxicologia relaciona as interacdes entre compostos quimicos
presentes no ambiente e a biocenose, focando efeitos adversos em diferentes niveis de
organizacdo bioldgica, desde moléculas, células, tecidos, Orgaos, organismos,
populacdes e ecossistemas. Para isto, esta drea da ciéncia requer esforgos
multidisciplinares a cerca de processos fisico-quimicos, moleculares, toxicoldgicos,
fisiolégicos e ecoldgicos (FENT, 2001).

Sabe-se que muitas bacias hidrograficas préximas aos grandes centros urbanos
sdo diariamente afetadas com dejetos domésticos e industriais que muitas vezes ndo
recebem o tratamento adequado. A reunido destes compostos no ambiente pode resultar
em interacdes toxicoldgicas com possiveis efeitos sinérgicos, antagdnicos, de
potenciacdo ou de adicdo (MOZETO; ZAGATTO, 2006).

Os compostos quimicos encontrados nos ambientes aquaticos pertencem a
inimeras classes e se comportam de maneiras diferentes dependendo do tipo do
ambiente (dulcicola, marinho, estuarino), e neste quadro estdo inseridos os
contaminantes quimicos da classe dos metais. Os metais, devido as suas caracteristicas
bioacumulativas e ndo biodegradaveis sdo importantes poluentes aquaticos. Alguns
metais sdo considerados essenciais a0 metabolismo normal dos organismos como Co,
Cu, Cr, Fe, Mn, Mo, Ni, Se e Zn enquanto outros ndo essenciais sdo considerados
téxicos como Ag, Al, Cd, Hg, Pb. Apesar desta distincdo, todos eles em altas
concentracdes sdo classificados como téxicos atuando sempre em combina¢do com
moléculas organicas, geralmente proteinas (COSTA, 2007).

Virios trabalhos demonstraram prejuizos as populacdes icticas em ambiente
natural onde ha grandes concentragdes de aluminio (VUORINEN; VUORINEN, 1991;
PEURANEN et al., 1993; RODUSHKIN, MOISEENKO, KUDRAVSIJEVA, 1995;
VUORINEN et al. 2002; VUORINEN et al. 2003; ALBERTI et al., 2005;). O aluminio
juntamente com o pH 4cido exerce fortes efeitos toxicos sobre a fauna ictica, tendo
reduzido e, até mesmo eliminado populagdes naturais de peixes em paises escandinavos

(EXLEY; PINNEGAR; TAYLOR, 1997; POLEO et al., 1997).
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A rede hidrografica brasileira apresenta um grau de diversidade de grande
riqueza e elevada complexidade, propiciando o desenvolvimento de multiplas espécies
vivas da flora e da fauna aqudtica. Esse conjunto de ecossistemas aquaticos comporta
parte da rica biodiversidade brasileira, no entanto, nesta rede hidrogrifica também sao
encontradas altas concentragdes de aluminio, parte devido a natureza do solo e grande
parte pelo descarte de varios compostos de origem industrial contendo aluminio.

O rio Tieté, por exemplo, apesar de nas regides de cabeceira (Salesépolis-Mogi
das Cruzes), suas condicdes serem mais propicias para a vida dos organismos aquaticos,
J4 sdo encontrados alguns problemas com relacdo a qualidade da dgua que podem
comprometer esse ambiente. Dentre as caracteristicas fisico-quimicas da dgua, deve-se
destacar o problema que vem ocorrendo com as altas concentracdes de aluminio, que
em determinadas épocas do ano atinge valores até 18 vezes maiores do que o tolerado
pelas espécies de animais aquaticos (CONAMA, 2005). Além disso, dados descritos
pela CETESB (2004, 2006) mostram que o pH da dgua desta regido varia entre 5,3 a 6,8
aumentando assim, os efeitos téxicos do aluminio (MOUNT; HOCKETT; GERN,
1988).

E geralmente aceito que as formas e complexos de aluminio de menor massa
molecular, principalmente de natureza inorganica, sdo os maiores responsaveis pela
toxicidade na 4gua porque sdao capazes de passar através de membranas bioldgicas
(GENSEMER; PLAYLE, 1999) e tem sido sugerido que este processo estd ligado a
entrada de cétions na célula (BURY; WOOD, 1999), contudo poucos estudos foram
conduzidos para investigar este processo de entrada.

De forma geral, a absor¢do de poluentes em peixes ocorre principalmente pelas
branquias e pelo alimento, podendo ser ainda através do muco e da dgua ingerida
durante a alimentag@o. Estas substincias, uma vez dentro do organismo, trazem graves
danos fisiolégicos como desequilibrio i6nico, desregulacdo da respiracdo, do sistema
motor e dos sistemas sensoriais. Esses distiurbios podem impedir a reprodugdo e assim
levar a espécie a extincdo (HEATH, 1995).

Além dos sistemas citados acima, os poluentes afetam também o sistema
enddcrino, principalmente o eixo hipotdlamo-hipdfise-gdnada, e podem ainda trazer
prejuizos ao metabolismo hepatico, o que prejudica mais uma vez a reproducio. Os
compostos quimicos responsdveis por esses desajustes sdo conhecidos na literatura

como disruptores endécrinos (HEATH, 1995).
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O controle da reprodug¢do em peixes € modulado por fatores ambientais e
endogenos. O sistema sensorial capta mudancas sazonais nos fatores ambientais
(estimulos), que sdo transformados em uma resposta neuronal até o hipotdlamo. A
glandula pineal tem importante papel como transdutor foto-neuroenddcrino por seus
fotorreceptores extraoculares que atuam como detectores de luminosidade (fotoperiodo)
regulando a sintese de um mensageiro neuroenddcrino, a melatonina (KORF, 2006). O
hipotdlamo, modulado por varidveis ambientais e também pela melatonina, sintetiza um
neurohormdnio conhecido como GnRH (horménio liberador de gonadotropinas) que
estimula a adenohipdfise a sintetizar as gonadotropinas FSH (hormoénio foliculo
estimulante) e LH (hormodnio luteinizante) (ROCHA; ROCHA, 2006).

Em fémeas adultas de peixes teledsteos, o FSH € transportado através do sangue
até as gonadas (ovdrios), atuando sobre as células foliculares promovendo assim a
sintese do hormdnio esterdide 17 estradiol (E;) (BILLARD, 1992). O E, € transportado
até o figado pela corrente sanguinea, e age no nucleo dos hepatdcitos, que possui
receptores especificos (ER) para este hormonio, ativando entdo, a transcricdo de genes
da vitelogenina (VTG), uma glicolipofosfoproteina (MOMMSEN; WALSH, 1988).

A VTG ¢ transportada através do plasma sanguineo até os odcitos juntamente
com fons metdlicos, como Ca?*, Zn** ¢ Mg>* (MONTORZI; FALCHUK; VALLEE,
1994, 1995) e € incorporada por endocitose mediada por receptores de membrana
também sob a acdo do FSH (SHIBATA; YOSHIKUNI; NAGAHAMA, 1993). Com a
elevacao plasmdtica do E,, a hipéfise estimulada pelo GnRH, passa a secretar LH que
atua sobre as camadas foliculares oocitarias, estimulando a sintese do 17020
dihidroxiprogesterona, o hormdnio da maturacio final e ovulacdo para a maioria dos
teledsteos (NAGAHAMA, 1997).

Outro hormodnio hipofisdrio que também tem sido relacionado a processos
reprodutivos € a somatolactina (SL), que foi recentemente descoberta (RAND-
WEAVER et al., 1991) e até o momento foi encontrada somente em peixes. Planas et al.
(1992) demonstraram em experimento in vitro com gonadas que a SL aumenta a
producdo de 11-cetotestosterona e testosterona em gonadas de machos e de estradiol em
gbnadas de fémeas de maneira dose-dependente. No entanto, estes autores sugerem que
o efeito esteroidogénico da SL comparado as gonadotropinas é minimo.

Em resumo o controle da reproducdo em peixes € feito pelo hipotdlamo

(mediado pelas varidveis ambientais e pineal), que produz o hormonio liberador de
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gonadotropina (GnRH) e a dopamina. O GnRH estimula as células gonadotrépicas
adenohipofisdrias a sintetizar as gonadotropinas, FSH e LH. A dopamina por sua, vez
inibe a sintese destas gonadotropinas. A acdo das gonadotropinas € estimular, nas
gonadas, a sintese dos esterdides (estrogenos, andrégenos e progestigenos) que
participam da maturacdo e eliminacdo dos gametas (ROCHA; ROCHA, 2006). Em
qualquer ponto deste eixo, os disruptores enddcrinos podem atuar.

Karels et al. (1998) verificaram a diminui¢do na sintese dos esterdides gonadais,
vitelogenina, gonadotropinas € aumento nos niveis de dopamina em Perca fluviatilis e
Rutilus rutilus em ambiente natural quando coletado proximo a efluentes industriais.
Sdo relatados também o impedimento e/ou atraso no amadurecimento de
espermatogodnias em espermatocitos de Oncorhynchus mykiss, além da elevacdo e/ou
diminui¢cdo dos niveis de esterdides fora do periodo reprodutivo e inibicdo da sintese de
gonadotropinas, com simultineo bloqueio sobre as gdnadas de responderem a acdo
destas (COONEY, 1995).

Outros trabalhos sobre os efeitos dos disruptores enddcrinos, como pesticidas,
compostos estrogénicos e androgénicos, mostraram acdes sobre as gonadotropinas,
(LARKIN; KNOEBL; DENSLOW, 2003; URBATZKA et al., 2006), alteracdo da
concentracao de colesterol (HEATH, 1995) e esterdides gonadais (THIBAUT; PORTE,
2004), elevacdao dos niveis de cortisol e glicose (FOO; LAM, 1993; KENNEDY;
FARRELL, 2006) evidenciando situagdes de estresse. Além disso, sdo conhecidas ainda
modificagdes nas células ovarianas interferindo na posi¢cdo da micrépila (HEATH,
1995) o que dificulta a fecundacdo. Muitos desses efeitos também sdo causados pelos
metais como aluminio, cddmio, cobre, mercurio e zinco e poluentes orginicos como
inseticidas e detergentes.

Vuorinen e Vuorinen (1991) observaram que em ambientes onde o aluminio
estava em altas concentracdes e com pH dacido, os machos de Perca fluviatis nao
maturaram completamente, e as fémeas ndo conseguiram, ou tiveram dificuldades para
desovar, assim, a populacdo dos peixes foi reduzida. Estes mesmos autores verificaram
também a redu¢do no nimero de ovos e alteracdo na deposi¢do de vitelo nas gonadas.
Outros trabalhos que evidenciam os impactos causados pelo aluminio na fisiologia
reprodutiva constataram a inibicao da sintese de vitelogenina em culturas de hepatdcitos
de Oncorhynchus mykiss (MUGIYA; TANAHASHI, 1998; HWANG; KAGAWA;
MUGIYA, 2000).
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Correia (2008) pesquisou o efeito do aluminio em peixes da regido do Alto
Tiete, Astyanax fasciatus, animal nativo da bacia do Alto Tieté que apresenta desova do
tipo total e ¢ um dos mais representativos desta regido, e Oreochromis niloticus, animal
exotico estabelecido neste ambiente, de desova do tipo parcelada e resistente a
condi¢des adversas, e verificou que o aluminio causou um aumento do estradiol no
plasma de A. fasciatus e para O. niloticus houve uma diminui¢do na quantidade de 17a
hidroxiprogesterona no plasma, podendo entdo o aluminio ser considerado um disruptor
enddcrino interferindo assim nos processos reprodutivos.

Visto toda a problematica dos poluentes no ambiente aquatico e principalmente
do aluminio sobre a fisiologia reprodutiva de peixes, tornou-se importante detectar o
efeito do aluminio no eixo hipdfise-gonadas de peixes do Alto Tiet€. Os resultados
obtidos por Correia (2008) em peixes desta bacia evidenciam o papel do aluminio como
um disruptor enddcrino, alterando em algum ponto o eixo hipdfise-gonadas, haja vista
as alteracdes na producio de esterdides gonadais, no entanto o ponto exato em que este
metal atuou para conduzir as alteragdes na producdo de esterdides ndo estd ainda
evidente.

O contexto apresentado e o pouco conhecimento sobre os efeitos do aluminio na
fisiologia reprodutiva de teledsteos demonstram a necessidade de se investigar o real
papel do aluminio no eixo hipdfise-gbnadas e para isso, considerou-se importante
investigar a influéncia do aluminio em pH neutro e em pH &cido na expressdao génica
das gonadotropinas em Oreochromis niloticus, espécie de teledsteo, que apesar de
exdtica, estd estabelecida na bacia do Rio Tieté, local e fundamento desta abordagem

experimental.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar efeitos do aluminio em pH neutro e em pH é&cido na fisiologia

reprodutiva de fémeas de Oreochromis niloticus.

2.2 Objetivos especificos

- Verificar a influéncia do aluminio em pH neutro e em pH 4cido na

expressdo génica de gonadotropinas (FSH e LH).

- Verificar a deposicdo do aluminio em diferentes tecidos (encéfalo,

branquias, figado, gdbnadas e musculo) nas duas condi¢des propostas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo animal

Para a conducdo do presente experimento foram utilizadas fémeas de tildpias,
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) da variedade chitralada, cedidas gentilmente
pela Industria Brasileira do Peixe e cultivadas na Piscicultura da Barragem de Ponte
Nova em Salesépolis — SP (Figuras 1 e 2), local onde foi conduzido o bioensaio, no més
de novembro de 2007.

A escolha desta espécie ocorreu devido a sua disponibilidade, caracteristica de
boa resisténcia a condi¢des adversas, e também por apresentar desova do tipo parcelada.
Esta dltima € caracterizada pelo tipo do desenvolvimento oocitirio chamado
assincronico, pois ndo se evidenciam periodos de reproducio definidos e a liberacdo dos
oodcitos ocorre na medida em que estes atingem a maturacdo (VAZZOLER, 1996), no
caso desta espécie, praticamente ao longo de todo ano, com exce¢do dos meses com
temperaturas mais baixas.

Estas caracteristicas favoreceram a condugdo deste experimento ecotoxicoldgico,
pois, o aluminio e o pH dcido s@o fatores estressantes, e o tipo de desova apresentado
por esta espécie permite maior flexibilidade experimental por seu longo periodo

reprodutivo.

3.2 Desenho experimental ecotoxicologico

3.2.1 Grupos experimentais

Os peixes coletados com rede de arrasto no tanque de cultivo foram levados para
o laboratério e mantidos em jejum em tanques menores (3,6 m?), de alvenaria, por 24
horas. Apés este periodo 48 fémeas foram selecionadas quanto ao tamanho (massa
corpérea média de 86,14 g + 5,72 g) e foram aleatoriamente distribuidas em 8 caixas de
145 litros contendo 130 litros de dgua (Figura 4). Para formar 4 grupos experimentais

em duplicata, 6 tildpias foram mantidas em cada caixa. Por razdes estruturais foram
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realizados os experimentos dos grupos controle 120 horas antes dos grupos com

aluminio.

Controles:
- Grupo CTR-N: Controle em pH neutro (7,0 + 0,2).
- Grupo CTR-Ac: Controle em pH acido (5,5 = 0,2).
Exposi¢do ao poluente:
- Grupo AI-N: Aluminio em pH neutro (7,0 £ 0,2).
- Grupo Al-Ac: Aluminio em pH acido (5,5 +0,2).

Como 96 horas € considerado um periodo relativamente curto, as tildpias foram
mantidas em jejum durante todo o periodo experimental, pois com o estresse, 0s animais
tendem a ndo se alimentar e o excesso de matéria organica na dgua (ragdo) alteraria a

concentra¢ao de aluminio dissolvido.

3.2.2 Preparo do meio reacional

A 4gua utilizada neste experimento foi proveniente do reservatdério da Barragem
de Ponte Nova, sendo a mesma fonte de d4gua que abastece os tanques de criagdo onde
os animais viviam. Como esta dgua vem do Rio Tieté, sem tratamento prévio, foi
necessdrio que a mesma passasse pelos processos de filtragdo e decantagdo para que as
varidveis experimentais pudessem ser adequadamente controladas (Figura 3). Assim,
foram utilizados filtros de carvado ativado para reter particulas sélidas, reduzir odores,
matéria organica e contaminantes quimicos, modelos: IMPAC — CEP 10 e Aqualimp
FICZ-10.

Para o processo de decantacdo foi adicionada a esta dgua filtrada (145 litros por
caixa, sua capacidade médxima) 17 ml de uma solugdo estoque de sulfato de aluminio e
potassio (AIK(SO4),), sendo esta a mesma solucdo utilizada para se manter as
condig¢des toxicoldgicas propostas.

Para o preparo desta solucdo estoque de aluminio 90g de AIK(SO4), foram
secos em estufa a 50°C durante 12 horas, em seguida foram pesados 76,074g deste sal,

adicionados 1,5 ml de HNO3 65% Suprapur (Merck) e dgua MilliQ para se fazer 1 litro
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de solucao (NIST, EUA). Assim, a concentragdo do metal Al nesta solugdo € de 4,333¢g
por litro.

Apés 12 horas de decantacdo 130 litros desta 4gua foram bombeados
cuidadosamente para outra caixa onde foi realizado o experimento, sendo adicionado
mais 15 ml da solugdo estoque de AIK(SO4), somente aos grupos de exposi¢cdo ao
aluminio. O volume de 15 ml da solugdo estoque de Al para os 130 litros de dgua da
condic¢do do bioensaio foi determinado tomando-se por base a concentragdo somente do
elemento Al, sendo assim, nestes 15 ml de solugdo foram obtidos 0,5 mg de Al por litro
de 4gua.

Estes procedimentos para o tratamento da dgua foram realizados diariamente
para caixas estoque, pois todas as caixas experimentais tiveram 90% de sua dgua
trocada a cada 24 horas. Este método permite melhor qualidade da 4dgua e garante a
manutencdo da concentracdo de Al a qual os animais foram expostos. Assim, este
ensaio de toxicidade € caracterizado como semi-estitico pela troca parcial da dgua e
agudo por ser 96 horas o periodo de exposi¢do (ZAGATTO, 2006).

Cada caixa recebeu aeracdo constante € o oxigénio dissolvido na dgua foi
monitorado diariamente com o uso do oximetro YSI, mod. 55. A temperatura minima de
19 °C foi mantida com o uso de termostatos (ViaAqua) e o pH, aferido duas vezes ao
dia, foi monitorado utilizando-se o pHmetro portatil, Gehaka. A correcdao do pH foi feita
com a adicdo de hidréxido de sédio (NaOH) 1,0 M e/ou com a adicdo de 4cido
cloridrico fumegante (HCIl) conforme o tratamento experimental. O fotoperiodo deste
experimento foi o fotoperiodo natural de 12,3 : 11,7 (C:E) IAG/USP).

Os demais parametros da qualidade da dgua como compostos nitrogenados
(nitrito e amonia) e a concentracdo de aluminio foram analisados antes e depois de cada

troca de dgua.

3.2.3 Analise de agua

Durante o monitoramento experimental, aliquotas de dgua foram coletadas de
cada caixa antes e apds a troca de dgua, como dito anteriormente. As amostras coletadas
para a andlise de aluminio foram acidificadas a 0,1% de HNO; e conduzidas ao

laboratorio de analises ambientais: Rede Brasileira de Laboratorios de Ensaio acreditado
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pela Cgcre/Inmetro de acordo com a NBR ISO/IEC 17025 sob o numero CRL 0167,
metodologia basica utilizada esta descrita no "Standard Methods" 21* edi¢do.

As andlises de nitrito e amoOnia foram realizadas com o apoio do Laboratério de
Pesquisa em Quimica Analitica e Fisico Quimica (LAPEQ) do Nucleo de Ciéncias
Ambientais da Universidade de Mogi das Cruzes (UMC), utilizando-se métodos
colorimétricos descritos no mesmo manual "Standard Methods" 18* edi¢do. Detalhes

dos procedimentos estdo descritos em anexo.

3.2.4 Coleta do material biolégico

Ap6s o periodo de exposicao experimental as tildpias foram retiradas das caixas
experimentais e foram dessensibilizadas com o abaixamento da temperatura com gelo
em baldes de 20 litros. Suas medidas morfométricas e ponderais foram registradas
(Figura 5), e em seguida os animais foram mortos por sec¢cdo da medula espinhal na
altura do opérculo, método proposto por Schreck e Moyle (1990).

Logo apds a sec¢do da medula, os peixes foram seccionados ventralmente para a
retirada de suas gonadas, que foram analisadas quanto ao seu aspecto macroscopico
(tamanho, cor, vascularizacdo, estddio de maturacdo) e pesadas em balanca analitica
para a determinacdo do indice gonadossomatico (IGS), que expressa a porcentagem das
gbonadas em relacdo a massa corpdrea. Estas informagdes sdo titeis na determinacido do
estado funcional dos ovarios (LIMA et al., 1991).

Para a coleta da hipdfise, os animais foram decapitados na altura do opérculo, o
encéfalo foi exposto e a hip6fise foi retirada (Figura 6), congelada em nitrogénio liquido
e mantida a -80°C para preservar a fidelidade dos resultados na andlise de expressdao
génica das gonadotropinas, sempre tomando o cuidado com o manuseio e prioridade em
coletar e armazenar esta glandula.

Tecidos como misculo, ovdrios, figado, branquias e encéfalo também foram
retirados e congelados em nitrogénio liquido para a determinagdo da concentracdo de

aluminio.
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3.3 Desenho experimental de analises moleculares

3.3.1 Ensaios de padronizacao experimental

A principio, foi realizada a extracdo do RNA total, utilizando-se o reagente
Trizol Reagent (Invitrogen) conforme o método desenvolvido por Chomczynski e
Sacchi (1987), de hipdfises de tildpias ndo expostas as condi¢des do bioensaio a fim de
se padronizar a melhor forma de analisar os grupos experimentais. Foi levado em
considera¢do o rendimento da extracio de RNA de uma hipdfise, e do agrupamento de
duas, e trés hipdfises. Assim, foi determinado que, para os animais do ensaio
ecotoxicoldgico, as extragdes do RNA total seriam realizadas a partir do agrupamento
de 3 hipéfises dentro do mesmo grupo experimental.

Ainda com o RNA total de hipdfises deste grupo ndo experimental foram
realizados testes para a reacdo de transcri¢do reversa utilizando-se oligo dT (Promega) e
Random primer (pd(N)s - Invitrogen). Controles negativos foram realizados submetendo
as mesmas amostras as mesmas condi¢des sem a enzima de transcricao reversa.

Em seguida, a partir do produto de cada reacdo de transcricdo reversa (DNA
complementar — cDNA) foi conduzida uma reacdo de amplificacdo com iniciadores
degenerados descritos por Parhar et al. (2003) (as sequéncias destes oligos também
estdo descritas em Anexos), da subunidade B das glicoproteinas FSH e LH, em
diferentes temperaturas de associacdo dos oligonucleotideos (52.0; 52.2; 52.7; 53.6;
54.7; 56.1; 57.7; 58.8; 60.1; 61.2; 62.0; 62.40C) a fim de se verificar a melhor condicao
experimental para a obtencao do produto da PCR para BFSH e SLH.

Para o fator de elongacdo 1 a (EF1A), gene descrito como normalizador ideal
para o tecido encefdlico (OLSVIK et al., 2005), os oligonucleotideos utilizados foram
construidos para O. niloticus sem bases nitrogenadas degeneradas € na mesma regido
determinada por Olsvik et al. (2005), baseando-se na sequéncia disponivel para esta
espécie no GenBank (EF1A: n. de acesso AB075952).

Apos este processo, os fragmentos gerados pela PCR, tendo o tamanho de pares
de bases nitrogenadas equivalentes ao esperado, segundo os mesmos autores acima
citados, foram purificados em gel de agarose (2% e 4% respectivamente para FSH/LH e

EF1A), extraidos do gel utilizando-se o Kit Zymoclean — gel DNA Recovery Kit (Zymo
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Research) e novamente submetidos a eletroforese em gel de agarose para quantificacio
em compara¢do com o marcador A Hind III.

Em seguida, estes fragmentos foram ligados ao vetor plasmidial pPGEM (pGEM-
T Easy Vector Systems - Promega) e entdo, foi realizado o processo de transformacao
bacteriana, utilizando-se Escherichia coli competentes. Estas bactérias foram crescidas
a 37C por 24h em meio SOB sélido com ampicilina, isopropil-p-D-tiogalactosideo
(IPTG) e 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo (X-gal).

Das bactérias transformadas, foram selecionadas 8 colonias que continham o
plasmideo ligado ao fragmento correspondente ao FSH, 8 coldnias que continham o
plasmideo ligado ao fragmento correspondente ao LH e 8 coldnias que continham o
plasmideo ligado ao fragmento correspondente ao EF1A.

Cada um destes clones foi crescido em meio liquido SOB com ampicilina e
entdo foi realizada a extracdo do DNA plasmidial (mini-prep) por lise alcalina com SDS
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

O DNA plasmidial extraido de cada clone foi diluido em 50 pl de TE (tampao
Tris-EDTA) e 2 pl desta solucdo foram submetidos a reacdo de digestdo plasmidial
com a enzima NOT (Fermentas Life Science) de acordo com a instru¢cdo do fornecedor,
a fim de se verificar a presenca do vetor e o tamanho do fragmento inserido. Esta
andlise foi realizada por eletroforese comparando-se o DNA plasmidial digerido e ndo
digerido.

Dos clones contendo o fragmento de interesse 4 foram submetidos a reacdo de
sequéncia utilizando-se o tampdo Save Money (200 mM Tris-HCI pH 9,0 e 5 mM
MgCl,), o Big Dye V3.0 (Applied Biosystem), primer T7 ou SP6 (3.2 uM, Invitrogen),
sendo os dois oligos utilizados para todos os clones em reacdes distintas, e dgua. A
reacdo foi submetida ao termociclador nas seguintes condi¢des: 96°C por 90 segundos,
seguidos de 49 ciclos de 96°C por 20 segundos, 55°C por 20 segundos e 60°C por 4
minutos.

Ap6s este processo, 0 DNA marcado foi precipitado com uma solucio de etanol,
NaOAc 3 M pH 5,2 e glicogénio, terminada a precipitacdo as amostras foram secas a
96°C por 2 minutos em termociclador. Estas amostras foram, entdo, submetidas a um
sequenciador automdtico ABI 3100 (Applied Biosystem), no Instituto de Quimica da

Universidade de Sao Paulo.
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Os cromatogramas resultantes foram analisados com o auxilio do programa
Bioedit Sequence Alignment Editor, e os clones de mesma natureza foram tratados
eliminando-se o vetor e os oligos, entdo as sequéncias foram alinhadas par a par
(sequéncia 5° - 3’ e seu reverso complemento), € uma a uma analisada no BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) comparando com as sequéncias ja existentes no
banco de dados do GenBank.

Determinada a sequéncia de FSH e LH, foram desenhados iniciadores internos a
sequéncia gerada, e especificos para a realizagdao dos experimentos de PCR quantitativo
em tempo real (qRT-PCR). Para isto, foi utilizado o programa oligocalc

(www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) e o programa Invitrogen -

Perfect Primer  Design with Invitrogen’s OligoPerfect™ Designer
(http://tools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716) levando em consideracdo os
seguintes fatores: o tamanho do fragmento, que juntamente com os primers, deve ter
aproximadamente 100pb; os primers forward e reverse devem apresentar temperatura
de desnaturagdo (melting temperature-Tm) muito préximas, isto €, devem ser proximas
a temperatura na qual 50% dos oligonucleotideos e seu complemento perfeito estdo
associados, esta caracteristica tem relacdo com o conteudo de bases C e G; € ideal que a
ultima base da regido 3’ seja C ou G por apresentarem trés ligacdes de hidrogénio com
sua base complementar tornando a associacdo mais estdvel; e devem ser checados
quanto a existéncia de complementaridade entre eles e neles mesmos.

Para o normalizador EF1A os oligonucleotideos utilizados para a determinagdo
da sequéncia sdo exatamente os mesmos que foram utilizados no experimento de qRT-
PCR. A sequéncia dos oligonucleotideos utilizados no qRT-PCR estdo apresentados na

tabela 1.

3.3.2 Ensaios experimentais

Padronizados todos os procedimentos para a andlise experimental, o RNA total
das hipéfises foi extraido utilizando-se o reagente Trizol Reagent (Invitrogen) conforme
o método desenvolvido por Chomczynski e Sacchi (1987), sua quantificacdo foi
realizada em espectrofotdmetro a 260 nm e a andlise qualitativa, pela verificacdo da

pureza (relacdo DO a 260 nm/DO a 280 nm) (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).
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Em seguida, foi realizado um tratamento com DNase I RNase free (Fermentas
Life Science) por 30 minutos a 37°C, de acordo com as instru¢des do fabricante, e entao
as amostras foram submetidas a um processo de re-extracdo com Trizol LS Reagent
(Invitrogen) e 0,1 pg de glicogénio RNase free para 1,0 ul de reacdo segundo as
instrugdes do fabricante Fermentas Life Science, a fim de se obter RNA total com maior
pureza, novamente foram quantificados e avaliados qualitativamente em
espectrofotdometro.

Ap6s a quantificagdo as amostras foram submetidas a uma reagdo de transcri¢cao
reversa (RT-PCR), esta reacdo foi realizada a partir de 500ng de RNA utilizando-se
oligo dT e a enzima M-MLV (Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante, e foi
realizado também o controle negativo de cada reagdo com a auséncia da enzima de
transcricdo reversa. A partir de 2,0 pl da reacdo de transcricdo reversa positiva e
negativa de cada amostra foi realizada a qRT-PCR utilizando-se o Power SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems) e os oligos desenhados para cada gene FSH e
LH sempre em reacdes distintas.

Para o EF1A ser considerado normalizador para os genes FSH e LH as
condi¢cdes experimentais, como reagentes € momento da ciclagem no termo-bloco,
devem ser as mesmas. Neste trabalho o EF1A foi utilizado como normalizador para o
LH, pois, havia a possibilidade da normalizacdo com EF1A ndo ser necessdria, por se
tratar de quantificagdo absoluta, nimero absoluto de cépias de mRNA maduro, e ndo
relativa. No entanto, devido a natureza dos dados dentro do mesmo grupo experimental
para cada gene, esta normalizagdo foi necessdria.

Para a quantificacdo absoluta dos genes em estudo foi realizada uma curva
padrdao com 5 pontos correspondentes ao nimero de copias de 10* a 10° para FSH, LH
e EF1A (CASTILHO et al., 2008) utilizando este tltimo como normalizador segundo
Olsvik et al. (2005).

Para a construcio da curva padrdo um dos 4 plasmideos que tiveram a sequéncia
do inserto determinada para FSH, LH e EF1A, foram utilizados para transformacao
bacteriana novamente, estas bactérias foram crescidas a 37°C por 24h em meio sélido
SOB com ampicilina, IPTG e X-gal. A col6nia que recebeu o plasmideo com o inserto
foi coletada e crescida em meio liquido Terrific Brouth (TB) com ampicilina e entdo foi
realizada a extracdo do DNA plasmidial (maxi-prep) por lise alcalina com SDS

(SAMBROOK; RUSSELL, 2001).



29

Apés a extracdo, este DNA foi submetido a uma purificacdo e separagdo por
gradiente de densidade com cloreto de Césio (CsCl) e brometo de etidio em
ultracentrifuga, entdo o DNA plasmidial foi coletado com uma seringa e tratado com
butanol saturado com cloreto de S6dio (NaCl) para a retirada do brometo de etidio, em
seguida este DNA foi submetido a didlise em TE para a retirada do CsCl por difusdo
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Ao final deste processo, o DNA foi quantificado e 10 pg de plasmideo contendo
o inserto de cada gene foi digerido com a enzima Scal por 16h de acordo com as
instrugdes do fabricante (Fermentas Life Science) e a eficiéncia da digestdo foi checada
por eletroforese comparando-se DNA plasmidial digerido e ndo digerido juntamente
com o marcador A Hind IIL

Sendo conhecido o tamanho do plasmideo com o inserto pdde-se calcular em
massa o correspondente a uma copia do gene de interesse sendo assim construida a
curva padrdo de cada gene a partir de 10* a 10° cOpias iniciais. Em anexo estdo os

protocolos e procedimentos do que foi acima descrito.

3.4 Quantificacio de aluminio em tecidos

As amostras de tecidos como musculo, ovdrios, figado, branquias e encéfalo
foram secas em estufa (50°C), digeridas em 1 ml de 4cido nitrico Suprapur (Merck) e
diluidas até completar 1,5 ml com &dgua MilliQ. As leituras foram feitas com
espectrofotometro de absorcdo atdomica (GBC - Avanta Plus, EUA), usando curva
padrdo montada com solugdes padrOes preparadas a partir de solu¢do de calibracdo

CELM (Sao Paulo, SP) que possui rastreamento com o padrdao do NIST (EUA).

3.5 Analise estatistica

Os dados dos parametros de qualidade de dgua foram expressos em média +
desvio padrdo (DP) das duplicatas de cada grupo experimental e, os dados do IGS, da

concentracdo de aluminio nos tecidos e da quantificacio em nimero de cépias do
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mRNA para cada gene foram expressos em média + erro padrio da média (EPM) de
cada grupo experimental.

As andlises estatisticas foram realizadas, aplicando-se os testes de normalidade e
homogeneidade de variancia e cumprindo os requerimentos de uma andlise paramétrica,
os resultados foram comparados através do teste de Andlise de Variancia de uma via
(one way ANOVA) seguido do teste de Student-Newmann-Keuls (SNK), utilizando o
programa Jandel Sigma Stat (2.0). Para os dados que exigiram uma andlise ndo
paramétrica, os testes Kruskal-Wallis, Dunn’s ou Holm Sidak foram aplicados

utilizando-se 0 mesmo programa (ZAR, 1984).
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4 RESULTADOS

4.1 Experimentos ecotoxicologicos

Em todos os parametros analisados, as duplicatas cumpriram os requerimentos
para serem consideradas um unico grupo. Entre os grupos experimentais as andlises
estatisticas foram realizadas comparando-os da seguinte forma: CTR-N e Al-N; CTR-

Ac e Al-Ac; CTR-N e CTR-Ac; Al-N e Al-Ac.

4.1.1 Grupos experimentais

Em todos os grupos experimentais a sobrevivéncia dos exemplares de O.
niloticus foi de 100%. O IGS entre os grupos experimentais ndo apresentou diferencga
estatistica significativa (P= 0,762) (Figura 7), demonstrando assim homogeneidade no

estdgio do desenvolvimento gonadal dos espécimes selecionados para este experimento.

4.1.2 Analise de agua

A concentracdo média de oxigénio dissolvido (OD) entre todos os grupos
experimentais foi de 7,09 £+ 0,13 mg/L sendo esta considerada 6tima condicdo (Figura
8).

A temperatura média para os bioensaios foi préxima para os dois grupos, 20,8 °C
para os grupos com aluminio e 22,3 °C para os grupos controle (Figura 9). Mesmo com
a utilizacdo de termostatos foi dificil manter constante a temperatura da 4gua, pois
fatores externos, como umidade e chuvas, influenciam neste parametro e, além disso, os
grupos controle e aluminio foram realizados com intervalo de 120 horas.

Dois valores de pH foram selecionados para compor os grupos experimentais:
pH neutro, 7,0 £ 0,2 e pH 4cido, 5,5 £+ 0,2. Para os grupos de pH 4cido houve uma forte
tendéncia do pH atingir valores préximos a 6, tendo isto ocorrido provavelmente devido

a substancias presentes na dgua que foram excretadas pelos animais (Figura 10).
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Os compostos nitrogenados como NO; (nitrito) (Figura 11) e NH3 (amonia)
(Figura 12) foram quantificados e as concentracdes se mantiveram por volta de 0,01
mg/L e 0,03 mg/L respectivamente para nitrito € amOnia em todos os tratamentos. Estas
concentracdes sdo consideradas ndo toxicas para a vida aquética.

A concentracdo média de aluminio para o grupo com aluminio em pH neutro
(AI-N) foi de 0,6 mg/L, valor este com 0,1 mg/L acima da concentracdo pretendida
(Figura 13). Para o grupo com aluminio em pH 4cido (Al-Ac) a concentracdo foi de 0,5

mg/L (Figura 14).

4.2 Experimentos biomoleculares

4.2.1 Ensaios de padronizacao experimental

Como ndo se sabe a posi¢ao do primer degenerado em relacdo ao gene, tornou-
se interessante utilizar duas estratégias distintas para a reacdo de transcri¢do reversa,
para produzir cDNA a partir de oligo dT ou a partir de iniciador aleatério, assegurando
com este Ultimo que todo o transcrito seria coberto. Seguindo com estes ensaios de
padronizacdo, para cada cDNA gerado foi realizada uma PCR com um gradiente de 12
temperatura de associa¢do dos oligos degenerados para FSH e em seguida foi feita a
eletroforese destes produtos (Figura 15).

O resultado mostrou que os primers de FSH possuem uma melhor eficdcia com
os cDNA oriundos da reacdo com oligo dT. Com base neste resultado, a PCR com os
primers degenerados para LH foi realizada com cDNA gerados também com oligo dT,
utilizando-se somente as oito temperaturas de menor exigéncia de especificidade de
associacdo dos primers, no entanto mantendo a especificidade do produto gerado
(Figura 16).

Como foi possivel observar, comparando-se os fragmentos gerados pela PCR
com o marcador 100pb, verifica-se um resultado positivo em relacdio ao tamanho
esperado de acordo com Parhar et al. (2003), de aproximadamente 270 pb, tanto para
FSH como para LH. Para a PCR com os oligos para EF1A foi utilizada a ciclagem
sugerida por Olsvik et al. (2005) e o fragmento gerado foi especifico e de tamanho

equivalente ao esperado.
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Sendo assim, a préxima etapa foi a de certificar se estes fragmentos eram mesmo
correspondentes a FSH, LH e EF1A. Para isso, os fragmentos foram clonados,
sequenciados e as sequéncias obtidas foram determinadas como de FSH, LH e EF1A
comparando-as com as sequéncias disponiveis no GenBank. Este procedimento foi
realizado a fim de se verificar possiveis variagdes intraespecificas para que, os oligos a
serem desenhados e utilizados nos experimentos qRT-PCR para FSH e LH fossem
realmente especificos para a variedade de tildpia utilizada. As sequéncias
correspondentes de cada gene, iniciadas por T7 e SP6, foram alinhadas a fim de se obter
um consenso (Figura 17). As sequéncias dos trés genes apresentaram 100% de
identidade com as respectivas sequéncias ja descritas para Oreochromis niloticus
(BFSH: n. de acesso AY294015, BLH: n. de acesso: AY294016 e EF1A: n. de acesso
AB075952).

A partir da sequéncia consenso, foram desenhados os oligonucleotideos para
FSH e LH para a reacdo da qRT-PCR. Neste desenho, foi escolhida a posicao do primer
para que apresentasse Tm proximo ao Tm para o primer para EF1A, além de permitir
gerar um produto de PCR com tamanho préximo a 100 pb, tamanho esse ideal para as
reacoes de qRT-PCR. As condi¢Oes de ciclagem de EF1A sdo as mesmas da melhor
condi¢do padronizada para os oligos de FSH e LH para a PCR em tempo real.

Cada produto foi entdo clonado, gerando o material para a execucdo da curva

padrao do ndmero de cépias de moléculas, a ser utilizada em cada qRT-PCR.

4.2.2 Ensaios experimentais

Na tabela 2 estdo apresentados os valores da quantificagdo do RNA para cada
pool de hipdfises e também a relacdo 260/280 nm que traduz a pureza do RNA extraido
sendo que este valor deve estar sempre proximo a 2.0 (SAMBROOK; RUSSELL,
2001).

A partir deste RNA foi realizada a reacdo de transcri¢do reversa € em seguida a
partir de 1/10 desta reacdo foram realizados os ensaios de qRT-PCR comparando-se as
amostras a curva padrio determinada no mesmo ensaio para cada gene.

As figuras 18 e 19 mostram respectivamente as quantificagdes do nimero de

copias absoluto para os genes de FSH e LH, sendo que para FSH foi encontrada
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diferenca estatistica somente entre os grupos CTR-Ac e Al-Ac com P=0,035 existindo
maior numero de copias o grupo CTR-Ac, e para o gene LH houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos da seguinte forma: CTR-N > AI-N (P=0,004); CTR-Ac >
Al-Ac P<0,001; e Al-Ac > Al-N (P=0,001). O R* da curva padrio para o experimento
de FSH foi de 0,998671 o que permite a segura interpolacdo dos dados das amostras € o
dado da eficiéncia desta reacdo esteve em 83,3%. Para o experimento da quantificacdo
do LH, o R* da curva padrio foi de 0,994317 e a eficiéncia desta reacdo foi de 91,7%
sendo considerada boa essas condicoes.

Estes experimentos foram realizados em triplicatas por duas vezes e apesar do
resultado da andlise entre os grupos nos dois experimentos terem apresentado a mesma
tendéncia, foi encontrada variacdes nos dados entre os dois experimentos o que nao
permitiu a unido dos dados. Por isso, foi realizado novo experimento de qRT-PCR
utilizando-se EF1A como normalizador para o gene LH, pois neste alvo foi encontrada
alteracdo nos niveis de progestdgenos no plasma (Correia, 2008) dos mesmos espécimes
de O. niloticus utilizados neste experimento.

Assim, a figura 20 apresenta os valores médios do niimero de copias do mRNA
de LH apds a normalizacdo com o EF1A para cada grupo experimental, tendo sido
encontrada diferenca estatistica entre os grupos, da seguinte forma: CTR-N possui
maior nimero de cépias que Al-N com P<0,001; CTR-Ac tem maior nimero de copias
que Al-Ac com P=0,032; o grupo Al-Ac tem maior nimero de cépias que Al-N com
P=0,002. O R? da curva padrdao do EF1A foi de 0,999471 e a eficiéncia da reacdo foi de
98,84% e para o LH neste mesmo experimento o R* da curva padrao foi de 0,994017 e a
eficiéncia foi de 73%.

Assim, a consisténcia estatistica deverd ser buscada repetindo-se o experimento
normalizado para atingir o n necessdrio para assegurar a significancia, embora o

resultado ndo normalizado indique a exceléncia das condi¢des experimentais.

4.3 Quantificacao de aluminio em tecidos

Na andlise estatistica realizada para o tecido encefélico (Figura 21), pode-se
afirmar que foi acumulado mais aluminio nos grupos expostos ao aluminio, tanto em pH

neutro (P<0,001) quanto acido (P<0,001).
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No tecido branquial (Figura 22) houve maior acumulo de aluminio no grupo Al-
N em relacdo ao grupo CTR-N (P=0,002) e no grupo CTR-Ac em relagdo ao grupo
CTR-N (P<0,001).

Nas gonadas (Figura 23) pode-se afirmar que o grupo CTR-N tem mais aluminio
acumulado que AI-N (P<0,001); o grupo Al-Ac tem mais aluminio acumulado que seu
controle (CTR-Ac) (P=0,002); o grupo Al-Ac acumulou mais aluminio que o grupo Al-
N (P<0,001).

No tecido muscular (Figura 24) foi encontrada maior concentracdo de aluminio

nos grupos expostos a este metal em pH neutro (P=0,002) e 4cido (P<0,001).

O figado ndo apresentou incorporacdo de aluminio de forma diferenciada em

relacdo aos grupos experimentais (Figura 25).
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5 DISCUSSAO

5.1 Qualidade da agua em experimentos ecotoxicologicos

Os estudos ecotoxicolégicos t€m como foco, como o proprio nome diz, os
aspectos e efeitos ecoldgicos e toxicoldgicos. Comumente estes estudos se baseiam em
fatos observados anteriormente no campo, no entanto, muitas vezes € dificil estabelecer
uma correlacdo entre o efeito e o residuo quimico causador, no ambiente natural.
Normalmente, as ferramentas utilizadas nos estudos ecoldgicos, por si s6, ndo sao
suficientes para identificar o agente causador dos efeitos toxicos. Do mesmo modo que,
a andlise quimica de poluentes, sozinha, ndo fornece evidéncias de consequéncias
toxicoldgicas sobre a biota (FENT, 2001).

Os ensaios laboratoriais que investigam potenciais efeitos toxicoldgicos podem
ser extrapolados para campo, pois apesar de, nestes bioensaios serem negligenciados
processos do ecossistema e também fatores ambientais que podem influenciar na
toxicidade, estes bioensaios sdo considerados como importantes ferramentas para a
caracterizacao da acdo toxica de substincias quimicas, melhorando o poder de previsao
do agente téxico em campo (FENT, 2001).

No presente experimento foram monitorados parametros fisico-quimicos da dgua
que podem causar alteracdes fisiolégicas como, temperatura e oxigénio dissolvido, pois
estes fatores também podem influenciar na toxicologia e comportamento das
substancias presentes na dgua, como o proprio aluminio e ainda a amodnia e o nitrito
(ARAGAO; ARAUJO, 2006). Desta forma, para que se possa afirmar que os dados
obtidos foram resultantes apenas do efeito do aluminio e/ou do pH (pardmetros
controlados), foi necessdrio o monitoramento € a manuten¢cdo das condicdes Otimas e
equivalentes entre os grupos experimentais para os fatores citados acima, garantindo
que os dados dos efeitos encontrados nao tenham sido resultantes de efeitos combinados
a fatores ndo pretendidos, mas presentes no sistema do bioensaio. Neste contexto, o
método de bioensaio semi-estatico (troca de 90% da agua das caixas a cada 24 horas)
foi o que contribuiu com a manutencdo da concentracdo de aluminio e baixas

concentracdes dos compostos nitrogenados neste experimento.
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E bem estabelecido que a aménia é téxica para peixes, até mesmo em baixas
concentragdes, independentemente da espécie. No entanto, segundo Ruyet et al. (1997)
o tamanho do animal tem influéncia na sensibilidade a este composto toxico, sendo
assim, ¢é dificil assegurar o limite da concentracdo de amodnia capaz de causar danos
fisiolégicos, mas de acordo com Boyd (1990) e Lemarié et al. (2004) é sugerido que
para animais de dgua doce o limite toxico esta entre 0,05 mg/L e 0,2 mg/L, sendo letal
acima de 0,4 mg/L. Ao longo deste experimento a concentracdo de amonia se manteve
abaixo do limite téxico minimo considerado por estes autores indicando, portanto que a
mesma nio teve influéncia sobre os resultados aqui apresentados.

Da mesma forma ao que ocorre com a amonia, a sensibilidade a toxicidade do
NO, ¢ diferente entre as espécies de peixes, e € provdvel que esta diferenca esteja
baseada na capacidade que cada espécie tem de acumular esta substincia. De acordo
com Boyd (1990), as concentracdes seguras de NO, estdo entre 0,02 e 0,1 mg/L,
valores acima desta faixa de tolerdncia seriam estressantes para 0s peixes, 0 que
certamente ndo ocorreu neste experimento, pois as concentragdes de nitrito
permaneceram bem abaixo do limite maximo seguro a saide do animal, segundo o
mesmo autor. Willians e Eddy (1986) argumentam que € preciso ter cautela quando se
compara a toxicidade do NO, entre diferentes espécies de peixes, pois as caracteristicas
da 4dgua podem influenciar a toxicidade. A toxicidade do NO, no meio aquético
depende de vérios fatores da dgua, por exemplo, a salinidade, a concentracdo de OD e a
concentra¢do de alguns fons, como exemplo, o Cl" e o Na®, que apresentam forte efeito
na diminuicao da toxicidade do NO,".

A absor¢do do NO, em peixes se d4, como na maioria dos compostos, pelas
branquias, tendo como porta de entrada 0 mecanismo de troca i6nica entre CI/HCOs', o
que acarreta no fato de que espécies com altas taxas de absor¢do de CI, como por
exemplo a truta arco-iris e a perca, sejam mais sensiveis ao NO, do que espécies com
menores taxas de absor¢do deste ion (KROUPOVA; MACHOVA; SVODOBOVA,
2005).

O pH € um fator de qualidade de dgua que se sobressai como um dos mais
importantes na influéncia da toxicidade de vdérias substincias presentes na dgua, entres
as quais estdo os compostos nitrogenados (amonia, nitrato, nitrito), o cianeto e os metais
(ARAGAO; ARAUJO, 2006). Do mesmo modo, a solubilidade do aluminio também

ocorre em funcdo do pH, que é o mais importante fator ambiental que controla a
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disponibilidade e a toxicidade deste metal (MOUNT; HOCKETT; GERN, 1988;
VUORINEN et al., 2003).

Neste experimento houve uma sensivel variacao na concentracdo de aluminio ao
longo do periodo experimental, e esta variacdo foi observada durante os ajustes de
concentracdo de Al nos intervalos de troca de dgua. Estes ensaios registraram uma
concentracdo média de aluminio de 0,6 pg/ml, valor este com 0,1 pg/ml acima da
concentracao pretendida para o grupo com aluminio em pH neutro, e de 0,5 pg/ml para
o grupo com aluminio em pH 4cido. De qualquer forma os dados apresentados neste
experimento permitem assegurar que os efeitos observados foram devido a exposi¢cdo ao
aluminio e ao pH.

Os filamentos branquiais sdo os principais alvos do aluminio e do pH dcido e os
efeitos da toxicidade destes poluentes neste tecido manifestam-se por disfungdes
ionorregulatdrias, osmorregulatorias, respiratorias (RAYMOND et al., 1983; NEVILLE,
1985; MOUNT; HOCKETT; GERN, 1988; PLAYLE; WOOD, 1989; EXLEY;
CHAPPELL; BIRCHALL, 1991; GENSEMER; PLAYLE, 1999; CAMARGO;
FERNANDES; MARTINEZ, 2009), acidose plasmadtica, hipéxia e reducdo da
osmolalidade plasmatica (POLEO et al., 1997). Os problemas ionorregulatérios sio
causados pela interacio de espécies de aluminio positivamente carregadas,
principalmente o AI** com a superficie branquial carregada negativamente. Uma vez
ligado na superficie branquial, o aluminio diminui a absor¢do ativa de fons pela redu¢do
da atividade da enzima Na'/K" ATPase, por danificar as células de cloreto, ou talvez
por interferir nos canais ionicos (CAMARGO; FERNANDES; MARTINEZ, 2009;
GENSEMER; PLAYLE, 1999).

De uma forma geral, os distirbios na regulagdo idnica envolvem principalmente
a perda plasmética de Na* e CI' (MUNIZ; LEIVSTAD, 1980; VUORINEN et al., 2003),
sendo esta a causa primdria da morte de muitos peixes (SAYER et al., 1991),
juntamente com a diminui¢do do hematdcrito e das proteinas plasmaticas (MOUNT;
HOCKETT; GERN, 1988; RAYMOND et al., 1983). Para que se possa dissociar estes
efeitos daqueles atribuidos a exposicao ao aluminio e pH 4cido, além da presenca do
grupo controle, € interessante diagnosticar também se o aluminio acrescentado na dgua
foi absorvido e depositado nos animais experimentais. Sabe-se que no processo de
absorc¢do pelo epitélio branquial, o Al se liga aos fosfolipidios da membrana, reduzindo

a fluidez e alterando as propriedades seletivas da bicamada (SUWALSKY et al., 1999).
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Esta afinidade do aluminio pelo fésforo foi sugerida como um mecanismo pelo
qual este metal poderia interferir na reproducdo de algumas espécies de peixes
estudadas até o momento (VUORINEN; VUORINEN, 1991; VUORINEN et al., 2002).
Este processo pode ocorrer devido a ligacdo do aluminio ao fésforo prejudicando a
sintese de vitelogenina, que € uma glicolipofosfoproteina sintetizada nos hepatdcitos,
sob acdo do estradiol (LUBZENS, et al., 2009). Além disso, a intoxica¢do por aluminio
também altera a homeostase citosdlica do calcio (EXLEY; CHAPPELL; BIRCHALL,
1991), o que no contexto reprodutivo deve ser destacado, pois a vitelogenina requer
calcio para o seu transporte e as células adenohipofisarias gonadotropicas também
requerem o influxo celular do cdlcio para a liberacdo de gonadotropinas

(MUKHOPADHYAY et al., 1997; YEO; MUGIYA, 1997).

5.2 Acamulo de Al em tecidos animais

Os metais em ambientes naturais fluviais podem alcancar altos niveis de
concentracao ao longo do ano, dependo da atividade humana préxima a estes locais e
dos fatores ambientais como temperatura e chuvas, causando estresse fisiolégico e até
mesmo a morte de muitos organismos, quando expostos a esta condicdo por um curto
periodo de tempo como horas ou dias (OLSVIK et al., 2000).

Nos peixes, as branquias sd3o os 6rgdos mais vulneraveis a exposi¢oes agudas a
metais e assim a primeira estratégia do organismo para evitar a entrada dos metais € o
aumento da producdo e secrecdo do muco branquial que se liga e imobiliza os metais
fora do organismo evitando assim seu actimulo (HANDY; EDDY, 1990). Orgios como
o figado e rins sdo os mais afetados quando se trata de exposi¢des prolongadas, ou
cronicas, tanto quando a fonte do metal for de origem ambiental ou dietética.

No presente trabalho os animais expostos ao aluminio em pH neutro
acumularam uma maior concentracdo de aluminio no epitélio branquial em relacdo ao
seu controle e ainda, foi observado um papel do pH, nesta deposicao, independente do
metal, pois as fémeas em pH &4cido depositaram mais aluminio nas branquias do que
aquelas em pH neutro. Estes dados sugerem que, mesmo em baixas concentracdes (por
exemplo, no grupo controle) o aluminio € incorporado nas branquias e a especiacao

deste metal poderia facilitar a entrada do mesmo (GENSEMER; PLAYLE, 1999).
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Apesar de ndo serem encontradas diferencas na incorpora¢do do aluminio no figado
entre os grupos experimentais, este foi o terceiro 6rgao de maior acimulo deste metal
dentre os cinco tecidos analisados independentemente do tratamento. Analisando desta
mesma forma os cinco tecidos, observa-se que o 6rgao de maior acimulo foi o encéfalo,
em seguida as branquias, depois o figado e na sequéncia as gdbnadas e o musculo.

Rodushkin, Moiseenko e Kudravsjeva (1995) verificaram uma correlacio
positiva da concentracdo do aluminio na dgua e nos tecidos (rim, ossos, branquias,
figado e misculo) em peixes de ambiente natural impactado por aluminio. Estes autores
observaram que os tecidos hepdtico e muscular foram aqueles que apresentaram o
menor acimulo do metal e, os 6rgdos de maior acimulo foram os rins, seguidos do
tecido 6sseo e branquias. Como em vdrios outros trabalhos, estes autores também
encontraram uma correlacdo negativa entre o aumento da concentracdo do aluminio
presente em ambiente natural e a diminui¢ao do pH.

Embora a forma idnica do aluminio cause efeitos toxicos diretos em peixes,
outros efeitos negativos podem estar associados ao acimulo do aluminio em diferentes
orgidos dependendo da concentracdo total. Em truta arco-iris foram encontradas
neuropatologias resultantes do actimulo sisttmico do aluminio uma vez que estes
animais foram expostos ao aluminio por longo periodo de tempo (EXLEY,
CHAPPELL; BIRCHALL, 1991).

Neste experimento de exposicdo aguda com O. niloticus foi encontrado maior
acumulo de aluminio nos grupos de Al-Ac e Al-N do que em seus respectivos controles
para o tecido encefdlico e muscular. Para as gonadas foi encontrado maior acimulo de
aluminio no grupo exposto ao aluminio em pH acido comparado ao seu controle e mais
aluminio no grupo Al-Ac que no Al-N sendo coerente respectivamente, com a
concentracao de aluminio e com as espécies de aluminio disponiveis dado o pH 4cido.

Em trabalhos realizados sobre o acimulo do aluminio em mamiferos detectaram
niveis mais altos de aluminio gradativamente nos ossos, rins, figado, gbnadas, musculo
esquelético e encéfalo. Apesar do encéfalo ter menos aluminio acumulado ele ¢ um
importante local de acdimulo no organismo, pois foi verificado que a massa cinzenta
acumula duas vezes mais aluminio que a massa branca, e tem sido sugerido que doencas
neuro-degenerativas em humanos, como Alzheimer e Parkinson, estdo associadas a

deposicdo deste elemento no encéfalo (NAYAK, 2002).
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Uma vez que o metal esteja presente no ambiente € inevitdvel que o mesmo seja
incorporado, e se tratando de exposi¢do prolongada este processo pode resultar na
tolerancia a toxicidade do metal, e este ajuste fisiolégico, pode ter papel importante até
em processos evolutivos (McDONALD; WOOD, 1993). Em experimentos de
exposicdes agudas foi mostrada a tolerincia de peixes de dgua doce para concentragdes
subletais de Cd, Cu e Zn (McCARTER; ROCH, 1983; BRADLEY; DUQUESNAY;
SPRAGUE, 1985; KLAVERKAMP; DUNCAN, 1987). Essa tolerancia pode ser o
resultado da mobilizacdo do aparato de biosintese das metalotioneinas que estdo
envolvidas na regulacio de metais essenciais como o Zn ¢ o Cu, mas também no
armazenamento daqueles metais ndo essenciais como o Cd e Hg em uma forma ndo
téxica (CHERIAN; CHAN, 1993; OLSVIK et al., 2000). Tratando-se da incorporacao
celular do aluminio, foi visto que sua distribui¢do nao é uniforme tendo sido encontrado
em estruturas como o lisossomo, citoplasma, mitocOndria, nuicleo e componentes
nucleares como cromatinas. A presenca do aluminio neste nivel biologico permitiu que
fosse feita a associacdo entre a presenca do aluminio em compostos intra-nucleares e a
formagdo de emaranhados neurofibrilares indicando mais uma vez seu efeito neuro-

toxico (NAYAK, 2002).

5.3 Expressao génica de gonadotropinas

Os resultados de quantificagio de mRNA para LH normalizados e nao
normalizados mostraram a mesma diferenca estatistica de expressdo génica para os
grupos experimentais propostos, sendo assim, os dados para FSH nao normalizados sdo
tidos neste trabalho como confidveis. Estes dados evidenciam que, animais submetidos
ao aluminio em pH 5,5 apresentaram uma redugdo na expressao do gene do FSH, no
entanto em pH neutro esta alteracdo na expressao deste gene nio foi encontrada. O FSH
€ o hormoénio adenohipofisdrio que modula a sintese de estradiol nas camadas
foliculares dos ovdrios (ROCHA; ROCHA, 2006), apesar disso, as alteragdes de
expressdao aqui encontradas ndo revelaram distirbios na producio de estradiol nestes
animais (CORREIA, 2008), sugerindo inicialmente que este metal ndo comprometeu a

fase vitelogénica da tildpia neste periodo em que foi conduzido o experimento. Este fato
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talvez se explique, pois a vitelogénese € um processo conhecidamente mais longo na
maioria dos teledsteos, nao sendo afetado em periodos curtos de estresse ambiental.

Urbatzka et al. (2005) investigaram efeitos de disruptores enddcrinos sobre o
eixo hipotdlamo-hip6fise-gonadas de Xenopus laevis, determinando o potencial do
impacto de compostos estrogénicos, anti-estrogénicos, androgénicos e anti-
androgénicos, em machos e fémeas, sobre a expressdo dos genes GnRH, LH e FSH. Foi
observado que, dentre todas as situacdes experimentais, a Gnica que causou alguma
alteracdo na expressdo de FSH foi aquela em que fémeas foram expostas a anti-
estrogenos tendo como resposta um aumento da expressdo de FSH, alteracdo atribuida a
auséncia do mecanismo natural de feedback negativo do estrogeno sobre as células
adenohipofisdrias. Neste mesmo trabalho, foi detectado que tanto 0os compostos
estrogénicos como os androgénicos causaram, em machos, uma diminuicdo da
expressdo génica de LH, enquanto em fémeas somente o composto estrogénico induziu
a uma reducdo na expressdo génica do mesmo hormodnio, indicando o cldssico
mecanismo de feedback negativo. A expressdo do gene do GnRH ndo variou em
nenhum dos tratamentos, de qualquer forma para o mesmo periodo de exposi¢do aos
diferentes tratamentos a expressdo do gene do LH apresentou mais rdpida resposta de
modulagao.

Considerando entdo a fase de maturagdo final e os hormdnios que a modulam, os
resultados obtidos, no presente trabalho, evidenciam que a expressdao do LH foi muito
mais suscetivel as condi¢des experimentais propostas que a expressio do FSH. Os
animais expostos ao aluminio, tanto em pH 4cido quanto neutro apresentaram
diminui¢do na expressdo de LH e esta diminui¢do na expressdo foi acompanhada por
uma reducdo na concentracdo plasmadtica do progestdgeno 17a-hidroxiprogesterona
(1700HP), precursor do hormdénio responsdvel pela ovulacio em peixes 17a-2083-
dihidroxiprogesterona, apenas em pH acido (CORREIA, 2008). Sabe-se que a produgao
de 1700HP € controlada pelo LH (ROCHA; ROCHA, 2006) o que corrobora os
resultados aqui encontrados, para a diminuicdo da expressdo do gene do LH neste
mesmo grupo exposto a este metal e baixo pH.

A andlise dos resultados de expressio do LH combinada com o perfil dos
progestdgenos plasmaticos analisados por Correia (2008), mostram que, em condi¢des
adversas de pH (4cido) a acdo do aluminio como um disruptor enddcrino foi traduzida

em alteracdes na fisiologia gonadal, limitando a producdo do 170OHP, importante
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horménio na ovulagdo. Por outro lado, quando as condi¢cdes de pH foram favorédveis
(neutro), a diminuicdo da expressio de LH ndo levou ao desajuste na produgdo de
1700HP, ou seja, os animais de alguma forma, compensaram esta disfuncao.

Avaliando-se o papel apenas do pH na expressdao de FSH e LH em O. niloticus,
os dados do presente trabalho ndo mostram alteracdes para o FSH, mas sugerem que
animais em pH &cido, na presenga de aluminio, estariam expressando mais LH do que
os animais em pH neutro, também na presenca do aluminio. Estes dados sdo de dificil
interpretagdo, haja vista que, na auséncia do aluminio, este efeito do pH ndo foi
constatado, evidenciando um efeito sinérgico do aluminio e baixo pH. Como foi
relatado anteriormente, apesar das inumeras tentativas em se manter o valor da
concentracdo de aluminio em 0,5 pg/ml, no grupo com pH neutro, este valor foi
ligeiramente mais elevado, chegando a 0,6 pg/ml, o que pode ter resultado nesta
diferenca. Além disso, pode ser sugerido que os animais deste grupo Al-Ac tiveram
maior expressdo do LH em relacdo ao grupo exposto ao Al-N também por ndo ter sido
encontrado no plasma destes animais o progestigeno que atua sobre a hipdfise em um
processo de feedback negativo para a sintese do LH, induzindo assim a continuidade da
expressdao deste hormdnio que estimula nos ovdrios a produciao do 170208P horménio
efetivo da ovulag@o em peixes.

Além destas consideragdes, ¢ importante ainda destacar que a alteracdo da
expressdo das gonadotropinas pode ter relacio com algum possivel efeito do aluminio
na produ¢do do GnRH hipotalamico, uma vez que foram encontrados niveis elevados de
actimulo do aluminio no encéfalo.

Alguns trabalhos ja avaliaram os efeitos do aluminio em pH dacido sobre a
fisiologia de peixes e esses efeitos observados permitiram inferir que o aluminio e o pH
dcido trazem danos ao processo reprodutivo. Esses danos podem ser resultado do
estresse que altera a demanda energética para a sobrevivéncia em um ambiente nao
favordvel, limitando desta forma a energia direcionada para a reprodugdo. Estas
alteracdoes no orcamento energético das espécies podem levar a efeitos adversos em
diferentes etapas do processo reprodutivo, como o amadurecimento sexual e a qualidade
e quantidade dos gametas (ROY et al., 1990; VUORINEN; VUORINEN, 1991;
VUORINEN et al. 2003; VUORINEN et al. 2004).

Vuorinen et al. (2003) realizaram experimentos cronicos laboratoriais com

vendace, nos quais fémeas na fase final da vitelogénese endégena foram expostas as
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condicdes de pH 4,75 e pH 5,25, com e sem aluminio. Na época normal de desova,
quando 48% das fémeas do grupo controle ja tinham ovulado/desovado, 50% das
fémeas em pH 4,75 + Al ndo haviam ovulado. A proporcdo final de fémeas
completamente ovuladas foram, respectivamente, para os grupos pH 4,75 + Al, pH 4,75,
pH 5,25 + Al, pH 5,25 e no grupo controle de, 14%, 36%, 25%, 61% e 81%, sendo a
condicdo de exposicdo ao aluminio e pH 4acido mais uma vez detectada como a
causadora de piores efeitos fisiolégicos (POLEO, 1995). Os efeitos observados em
vendace podem ser resultados de alteracdes na producao do LH, assim como encontrado
neste experimento com O. niloticus.

Rask, Vuorinen e Vuorinen (1988) verificaram em uma pesquisa com enfoque
em piscicultura que whitefishes cultivados em lagos com pH> 5,5 cresceram mais
rapido que aqueles que estavam estocados em pH<5,5. Roy et al. (1990) observaram
uma diminuicdo no tamanho dos odcitos de truta-arco-iris que foram expostas a dguas
dcidas e sugeriram que esta ocorréncia foi devido a uma diminuicdo da produgdo da
vitelogenina. No entanto, ¢ sabido que este processo é dependente de indmeros fatores
que envolvem os processos de sintese do eixo-hipotdlamo-hipéfise-gdnadas, tendo
principalmente, o FSH atuando na modulag¢do da producdo de estradiol e também na
incorporagdo da vitelogenina nos odcitos. Fatores como o calcio plasmdtico, como dito
anteriormente, tem importante atuacdo neste eixo tanto na liberacio do FSH, como no
transporte da vitelogenina até as gonadas, e nos odcitos, com um importante papel no
processo do desenvolvimento do embrido.

Outros trabalhos fizeram inferéncias da fisiologia reprodutiva de peixes
avaliando a concentracio de Ca”* no plasma destes animais, tanto em ambientes cujo
pH era préoximo ao pH neutro, quanto em ambientes altamente acidificados, e o
resultado mostrou que fémeas maduras t€ém concentracdo de Ca®* superior aquela de
machos ou juvenis, indicando o papel deste ion no desenvolvimento de odcitos, pois
durante a vitelogénese exdgena a concentracdo total de Ca® no plasma em fémeas
aumenta (SCOTT et al., 1980).

Assim, foi detectado em whitefish e em vendace que em ambientes acidificados
com ou sem Al as fémeas estavam acelerando o processo de maturacio para a desova, e
os machos de whitefish estavam menos preparados para a desova que os machos em pH
neutro. Entretanto, ja havia sido documentado em laboratério o atraso da ovulagdo e

desova para os mesmos peixes quando expostos a acidez e o agravamento deste quadro
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quando o Al esteve presente (VUORINEN; VUORINEN, 1991; VUORINEN et al.,
2003; VUORINEN et al. 2004).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Na pesquisa ecotoxicologica, estudar os efeitos celulares sdo tdo importantes
quanto estudar os efeitos gerais sobre os organismos, porque a primeira interacdo do
componente quimico com a biota ocorre na superficie celular ou dentro da célula. Desta
forma, a questdo chave da ecotoxicologia € a relagc@o entre resposta celular toxicoldgica
e a toxicidade em niveis de maior organizacdo. A afirmacdo de que um composto
quimico € capaz de induzir alteracdes na estrutura celular e na fisiologia e que, por este
motivo € desencadeador de um efeito téxico adverso, depende de muitos pardmetros
integrativos, que incluem também as respostas adaptativas ao meio ambiente. Fatores
como mecanismos compensatérios do organismo e a presenca de efeitos indiretos
podem influenciar a relevincia da resposta toxicoldgica celular para os efeitos globais
ecotoxicoldgicos de um determinado agente quimico (FENT, 2001).

A hipétese de que alteracdes celulares podem influenciar processos importantes
para populacdes, como o crescimento, desenvolvimento, satide e reproducdo ja é
comprovada (FENT, 2001). Assim, a toxicologia celular fornece conceitos essenciais ao
entendimento dos processos ecotoxicoldgicos, uma vez que desempenha papel chave na
elucidacdo de diagnodsticos toxicoldgicos, modos de acdo e efeitos de agentes téxicos
em niveis mais elevados de organizagdo bioldgica.

No entanto, o efeito celular é frequentemente, mas ndo obrigatoriamente,
determinante para efeitos adversos em altos niveis bioldgicos de organizacdo. Os
animais podem apresentar mecanismos de ajustes que, dependendo das condi¢des do
meio-ambiente, podem ou ndo resultar em respostas fisioldgicas distintas dos
organismos. As variacOes na expressdo do LH em O. niloticus em decorréncia da
exposicdo ao aluminio deixam claro que, nas condi¢des ambientais mais favordveis,
como pH neutro, estas alteracdes na expressdo do gene ndo contribuiram para mudancas
no perfil de progestigenos, que poderiam levar a disfun¢des na ovulagdo. Isso deixa
claro que, de alguma forma, o animal ajustou as suas func¢des enddcrinas na condi¢do de
pH considerada ideal para a sua sobrevivéncia. Por outro lado, em pH desfavordvel
(4cido), esse ajuste ndo foi possivel a ponto de manter os seus niveis de progestdgenos,
e uma possivel falha na ovulacdo poderia ser sugerida.

Apesar da abordagem molecular apresentada neste trabalho favorecer a

compreensdo do real efeito do aluminio e variacdes do pH na expressdo dos genes das
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gonadotropinas, a interpretacdo destes resultados para o nivel do organismo envolve as
interagdes entre os diferentes sistemas fisioldgicos do animal e o meio ambiente. Esta
abordagem sustenta discussdes pertinentes na drea da fisiologia integrativa para refutar
a idéia de que ‘“‘se soubermos tudo sobre o funcionamento dos niveis de organizacdo
mais basais, como os genes e as proteinas, tudo sobre um dado organismo ficaria claro
para nos. Ou seja, poderiamos reconstruir o organismo inteiro a partir do estudo dos

niveis mais baixos da cadeia” (NOBLE, 2006).
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FIGURAS

Figura 1. Barragem de Ponte Nova - Salesépolis - SP Figura 2. Piscicultura da Barragem de Ponte
Nova - Salesépolis - SP

Figura 3. Tratamento da dgua do reservatério da Barragem de Ponte Nova.

Em A: dgua antes de se tornar ideal para a utilizacdo nos bioensaios, em B: dgua com solucdo
estoque de aluminio apds o periodo de 12 horas para decantacio das particulas em suspens@o.
Seta aponta para material decantado.
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a‘ Caixas experimentais

Figura 4. Laboratério da Barragem de Ponte Nova - Figura 5. Exemplar de Oreochromis niloticus
Local onde ocorreram  os  experimentos utilizado no experimento.
ecotoxicoldgicos.

Figura 6. Coleta da hipéfise de Oreochromis niloticus do experimento de exposicdo aguda ao
aluminio em pH neutro (7,0) e em pH acido (5,5).
A seta aponta a glandula nas duas fotos.
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Figura 7. Indice gonadossomatico (IGS) de Oreochromis niloticus submetidos a exposicio aguda ao
aluminio em pH neutro (7,0) e pH 4cido (5,5) e seus respectivos grupos controle.
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 8. Concentracdo de oxigénio dissolvido na dgua ao longo do experimento de exposicdo
aguda de Oreochromis niloticus ao aluminio em pH neutro (7,0) e pH é4cido (5,5) e seus
respectivos grupos controle.
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Figura 9. Temperatura da 4dgua ao longo do experimento de exposi¢do aguda de Oreochromis
niloticus ao aluminio em pH neutro (7,0) e pH 4cido (5,5) e seus respectivos grupos controle.
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Figura 10. Valores do pH da dgua do experimento de exposi¢do aguda de O. niloticus ao

longo do periodo experimental.

Em A: ensaio do grupo controle em pH neutro (7,0). Em B: ensaio do grupo de exposicao
ao aluminio em pH neutro (7,0). Em C: ensaio do grupo controle em pH 4cido (5,5). Em
D: ensaio do grupo de exposicdo ao aluminio em pH 4cido (5,5).
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Figura 11. Concentracdo de nitrito na dgua ao longo do experimento de exposi¢do aguda de O.
niloticus ao aluminio em pH neutro (7,0) e pH 4cido (5,5) e seus respectivos grupos controle.
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Figura 12. Concentracdo de amodnia na dgua ao longo do experimento de exposi¢cdo aguda de O.
niloticus ao aluminio em pH neutro (7,0) e pH 4cido (5,5) e seus respectivos grupos controle.
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Figura 13. Concentracdo de aluminio na dgua ao longo do experimento de exposi¢do aguda
de Oreochromis niloticus ao aluminio em pH neutro (7,0).
Al medido: [Al] a cada 24h. Al ajustado: troca de 90% da dgua deste tratamento (aluminio
em pH neutro) por nova solucio de Al.
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Figura 14. Concentracio de aluminio na dgua ao longo do experimento de exposi¢do aguda de
Oreochromis niloticus ao aluminio em pH dcido (5,5).

Al medido: [Al] a cada 24h. Al ajustado: troca de 90% da dgua deste tratamento (aluminio em

pH 4cido) por nova solugdo de Al



Figura 15. Eletroforese do produto da PCR utilizando-se o gradiente de 12
temperaturas de associacdo dos oligonucleotideos degenerados para FSH em O.
niloticus, sendo aplicados no gel de agarose 2% do poco 2 ao 13 edo 14 a0 25 (em A e
em B) respectivamente os produtos gerados da menor para a maior temperatura de
associagao.

Em A: pogos 1 e 26 correspondem ao marcador 100 pb, pocos de 2 a 13 correspondem
a produtos de amplificag@o obtidos a partir de cDNA gerado com Oligo dT e os pocos
de 14 a 25 correspondem respectivamente aos controles negativos desta mesma reacao.
Em B: os pogos 1 e 26 correspondem ao marcador 100 pb, nos pogos de 2 a 13 estdo
apresentados os produtos da PCR utilizando-se o cDNA obtido com Random primer, os
pocos de 14 a 25 estdo apresentados respectivamente os produtos desta mesma reagao.

Figura 16. Eletroforese da PCR utilizando-se um gradiente de 8 temperaturas de
associagdo dos oligonucleotideos degenerados para LH em O. niloticus.

Os pogos 1 e 18 correspondem ao marcador 100 pb, as reacdes positivas de
transcri¢do reversa utilizando-se Oligo dT foram aplicadas no gel de agarose 2% do
poco 2 ao 9 da menor para a maior temperatura de associacio e os pocos de 10 a 17
correspondem respectivamente aos seus controles negativos.
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EF1A
CCC CTG CAG GAC GTC TAC AAG ATT GGC GGT ATC GGA ACT GTA CCC GTC GGT CGT GTT A
FSH

GGA CAC CTG CGG CTT CGT CGA CAC CAC CAT TTG TGA AGG ACA GTG TTT CCA GAA GGA
TCC CAA CTT CAT TCA TAC TGA CGA CTG GCC CAA ACA GAA AAC CTG CAA CGG AGA GTG
GTC CTA CGA GGT GAA ATA CAC AGA GCA ATG TCC ACG GGG TTT CAT CTA CCC TGT GGC

CAG GAA GTG CGA GTG CAC TGC ATG CAA TGC AAA CAC AGA CTG CGG GAC CTT GTC TGG
ATA CAT ACC CAG CTG TCT GTA

LH

TCC CAG CTG TCA CCC AGT AGA GAC AAC CAT CTG CAG TGG ACA CTG CAT CAC CAA GGA
CCC TGT CAT CAA GAT ACC ATT CAG CAA TGT GTA CCA GCA TGT GTG CAC ATA CCG GGA
CCT GTA CTA TAA AAC ATT TGA GCT TCC CGA TTG CCC ACC TGG TGT AGA CCC GAT CGT
CAC CTA CCC CGT GGC TTT GAG TTG CCA CTG CGG TCG CTG TGC CAT GGA

Figura 17. Sequéncias consenso de EF1A, FSH e LH de Oreochromis niloticus.

FSH

1,6E+07 - a
1,4E+07 -
1,2E+07 -
1,0E+07 -
8,0E+06 -
6,0E+06 -
4,0E+06 -
2,0E+06 -
0,0E+00 -

—t—
——

numero de cépias mRNA

CTR-N Al-N CTR-Ac Al-Ac

Grupos experimentais

Figura 18. Comparacdo da quantidade do nimero de cépias do mRNA de FSH no experimento de
exposi¢cdo aguda de Oreochromis niloticus ao aluminio em pH neutro (7,0) e pH 4cido (5,5) e seus
respectivos grupos controle.

P etras diferentes correspondem a diferengas estatisticas com relagdo a concentracio de aluminio;
“* Sfmbolos diferentes representam diferencas estatisticas com relagio ao pH (P < 0,05).
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LH
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Figura 19. Comparac¢io da quantidade do nimero de cépias do mRNA de LH no experimento de
exposi¢cdo aguda de Oreochromis niloticus ao aluminio em pH neutro (7,0) e pH 4cido (5,5) e seus
respectivos grupos controle.

"1 etras diferentes correspondem a diferengas estatisticas com relacdo a concentragio de aluminio;
** Simbolos diferentes representam diferencas estatisticas com relagio ao pH (P < 0,05).

LH/EF1A

Y

H

6 - b #

numero de copias mRNA
L [e¢]
L L
H

CTR-N Al-N CTR-Ac Al-Ac

Grupos experimentais

Figura 20. Comparacido da quantidade do nimero de cépias do mRNA de LH normalizado pelo
nimero de cépias do mRNA do EF1A no experimento de exposicdo aguda de Oreochromis
niloticus ao aluminio em pH neutro (7,0) e pH 4cido (5,5) e seus respectivos grupos controle.

"1 etras diferentes correspondem a diferengas estatisticas com relacdo a concentragio de aluminio;
™ Simbolos diferentes representam diferencas estatisticas com relagio ao pH (P < 0,05).
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Concentracao de Al no encéfalo
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Figura 21. Concentragdo de aluminio no encéfalo de Oreochromis niloticus submetidos a
exposicdo aguda ao aluminio em pH neutro (7,0) e pH &4cido (5,5) e seus respectivos grupos

controle.

P etras diferentes correspondem a diferengas estatisticas com relagdo a concentragio de aluminio;
* Simbolos diferentes representam diferencas estatisticas com relagio ao pH (P < 0,05).

Concentracao de Al nas branquias
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Figura 22. Concentracdo de aluminio nas branquias de Oreochromis niloticus submetidos a
exposicdo aguda ao aluminio em pH neutro (7,0) e pH &4cido (5,5) e seus respectivos grupos

controle.

> etras diferentes correspondem a diferengas estatisticas com relag@o a concentracio de aluminio;
* Simbolos diferentes representam diferencas estatisticas com relagio ao pH (P < 0,05).



Concentracao de Al nas génadas
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Figura 23. Concentrag¢do de aluminio nas gdnadas de Oreochromis niloticus submetidos a
exposicdo aguda ao aluminio em pH neutro (7,0) e pH 4cido (5,5) e seus respectivos grupos
controle.

P etras diferentes correspondem a diferengas estatisticas com relagdo A concentragdo de
aluminio; * Simbolos diferentes representam diferencas estatisticas com relagio ao pH (P <
0,05).
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Figura 24. Concentracdo de aluminio no musculo de Oreochromis niloticus submetidos a
exposicdo aguda ao aluminio em pH neutro (7,0) e pH 4cido (5,5) e seus respectivos grupos
controle.

P etras diferentes correspondem a diferengas estatisticas com relagdo a concentragio de
aluminio; * Simbolos diferentes representam diferencas estatisticas com relagio ao pH (P <
0,05).
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Concentracéao de Al no figado
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Figura 25. Concentra¢do de aluminio no figado de Oreochromis niloticus submetidos a
exposicdo aguda ao aluminio em pH neutro (7,0) e pH 4cido (5,5) e seus respectivos grupos
controle.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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TABELAS

Tabela 1. Oligonucleotideos desenhados para qRT-PCR dos genes de FSH, LH e EF1A em Oreochromis
niloticus.

Primer FSH LH EF1A
Foward ( 5.3 ) CGACACCACCATTTGTGAAG GTGGACACTGCATCACCAAG CCCCTGCAGGACGTCTACAAG
Reverse (5°-3") GTAGGACCACTCTCCGTTGC CAATCGGGAAGCTCAAATGT AACACGACCGACGGGTACA

Tabela 2. Dados da pureza e concentracdo do RNA total extraido de cada pool
de hipofises de O. niloticus submetidos a exposi¢do aguda ao aluminio em pH
neutro (7,0) e aluminio em pH 4cido (5,5) e seus grupos controle.

As notificacdes de: Grupo, Grupo’ e Grupo’’ sdo referentes ao resultado de
extra¢do do agrupamento de 3 hipdfises de O. niloticus do mesmo grupo

experimental.
Amostras [ng/pl] total de 10 pl 260/280 nm
CTR-N’ 936,0 2,05
CTR-N"’ 630,8 2,05
CTR-N"”’ 5239 2,03
CTR-Ac’ 804.,9 2,03
CTR-Ac”’ 933.,8 2,02
CTR-Ac’”’ 969,3 2,04
Al-Ac’ 1014,6 2,03
Al-Ac”’ 831,9 2,03
Al-Ac’”’ 10559 2,03
Al-N’ 1309,6 2,04
Al-N”’ 921,2 2,05

Al-N’” 36,0 1,61
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolos e procedimentos para a analise de agua

O inicio do experimento foi contado a partir do momento em que 0s peixes
foram colocados nas caixas. Assim, como descrito nos materiais € métodos, a coleta de
dgua para andlise de aluminio, nitrito € amonia ocorreu no inicio do experimento, antes
e apOs a troca de 90% da agua a cada 24 horas.

O pH da dgua de cada caixa foi aferido diariamente com eletrodo de vidro
previamente calibrado (pHmetro portatil Gehaka), e se o pH estivesse acima do valor
desejado para cada grupo experimental, CTR-Ac/Al-Ac (5,5 + 0,2) e CTR-N/AI-N (7,0
t 0,2), era retirado desta caixa o volume de 500 ml de 4gua com o auxilio de um béquer,
entdo era adicionado ou HCI concentrado ou a solucio NaOH (1,0 M) de forma a se
obter na dgua do béquer o pH requerido. Esta dgua era devolvida a caixa de origem,
sendo homogeneizada aos poucos, € o pH da dgua na caixa era aferido novamente. Este
procedimento foi realizado quando necessdrio e repetido até que nas caixas os valores

de pH fossem correspondentes ao determinado experimentalmente.

Coleta de dgua para analise quimica

Para cada caixa, sempre depois do pH ter sido ajustado, 250 ml de amostra de
cada canto e da posicao central eram coletados, misturados e homogeneizados. Entdo,
desta composicao eram retirados 250 ml para andlise de aluminio, sendo este volume
filtrado em membrana de 0,45 um, acidificado para a concentracdo de 0,1% de HNO; e
armazendo em frasco plastico fornecido pelo Laboratério de Andlises Ambientais e
conduzido ao mesmo para andlise de quantificacdo de aluminio. O método empregado é
baseado na reacdo entre o ion aluminio e o corante eriocromocianina R (ECR), que em
pH préximo a 6,00, forma um complexo de cor avermelhada na exata proporcao do
aluminio presente na amostra, a detec¢do deste complexo é feita em espectrofotometro

utilizando-se o comprimento de onda de 532nm.
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A partir da mesma composi¢do de dgua descrita para a andlise de aluminio de
cada caixa, foram coletados 80 ml para a andlise de nitrito e 80 ml para a andlise de
amonia, sendo acondicionados em frascos de vidro ambar.

Para as amostras em que o nitrito foi quantificado era necessario que a andlise
fosse realizada no mesmo dia da coleta, entdo, assim que coletadas, as amostras eram
levadas em gelo ao Laboratério LAPEQ onde foram realizados os ensaios de
quantificacdo.

As amostras coletadas para a quantificacdo da amonia podem ser mantidas sem
aditivos se conservadas em geladeira e analisadas no maximo em 24 horas. No presente
experimento foi necessdrio armazend-las por periodo maior, sendo assim, as amostras
foram acidificadas ainda em campo a 0,01% de acido sulfirico (H,SO4) concentrado e
preservadas em geladeira. Neste caso, pode-se analisar dentro de um prazo maximo de
28 dias.

Para cada amostra coletada os frascos foram identificados com as seguintes
informacdes: data da coleta, horario, pH medido inicialmente, valor de pH ajustado e

tipo de analise.

Determinacao de Nitrito pela Reacao de Griess (1879)

A reacdo mais comumente utilizada para determinacdo de nitrito € a reacdo de
Griess (1879), baseada na reacdo de diazotag@o da sulfanilamida com nitrito, seguido do
acoplamento do produto dessa reacdo com a N-1-naftiletilenodiamina em meio acido.
O composto formado, de coloracdo purpura, € proporcional a quantidade de

nitrito presente na amostra e apresenta maximo de absor¢do em 540nm.

Preparo das solucoes:

No preparo das solucdes usar preferencialmente dgua tipo 1 (Milli Q) ou dgua

deionizada. Neste experimento as solucdes foram preparadas com dgua do tipo Milli Q.

- Solugdo do reagente colorimétrico (RC): formada pela mistura de 4 g de
sulfanilamida com 0,100 g de cloridrato de naftiletilenodiamina e 10 ml de 4cido

fosférico concentrado para 100 ml de solu¢do. Apds o preparo, esta solucdo foi
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armazenada em frasco Ambar e mantida em geladeira para posterior utilizacdo, no
entanto, dentro do prazo de sete dias se a mesma se mantiver incolor, caso contrario

devera ser descartada.

- Solucdo padrdo estoque (E;) de nitrito de sédio ou potdssio: contém o
equivalente a 200 mg N/L. Para isto 0,986 g de NaNO, ou 1,214 g de KNO, deve ser
dissolvido em 1 L de dgua Milli Q e adicionados 2 ml de cloroférmio depois de pronta.

Deve ser armazenada em geladeira. Neste experimento foi utilizado NaNO,.

- Solucdo padrao estoque (E,) de nitrito de sédio ou potassio contendo 20 mg N/L
preparada pela diluicao de 10 ml da solucdo estoque E; para o volume final de 100 ml.

Deve ser armazenar em geladeira.

- Padrdes de nitrito na faixa de 0,02 a 0,5 mg N/L preparados por dilui¢do da
solucdo estoque E,. Estes padrdes devem ser preparados no momento da andlise e

sobras devem ser descartadas.

Procedimento:

Foram preparados 100 ml dos padrdes, diluidos conforme as proporcdes da

tabela abaixo. Depois de completado o volume, homogeneizar e transferir para frascos

ambar devidamente identificados:

Conc. padrdo mgN/L | Aliquota solu¢do E2 | Volume final (c/ dgua)
0 (dgua) 0 100ml
0,02 100ul 100ml
0,05 250ul 100ml
0,10 500ul 100ml
0,20 1000ul 100ml
0,40 2000ul 100ml
0,50 5000ul 100ml

No momento da andlise, a solucdo do reagente colorimétrico, os padrdes e as
amostras devem estar em temperatura ambiente.

Para cada concentracdo da curva padrao descrita acima adicionar 0,5 x o volume
do reagente colorimétrico (exemplo: 4 ml do padrao 0,02 mg N/L e 2 ml do reagente

colorimétrico), em triplicata, misturar e homogeneizar bem.
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Para andlise das amostras, os ensaios foram realizados da mesma forma, no
entanto cada amostra dever ter o seu valor de absorbancia da dgua sem a adi¢do da

solucdo do reagente colorimétrico. O quadro abaixo mostra como este procedimento foi

realizado.

Identificacdo Amostra (ml) RC (ml) Agua (ml) Determinacao
Amostra A 4 2 0 Replicata 1 A
Amostra A 4 2 0 Replicata 2 A
Amostra A 4 2 0 Replicata 3 A
Branco amostra A | 4 0 2 Branco amostra A
Amostra B 4 2 0 Replicata 1 B
Amostra B 4 2 0 Replicata 2 B
Amostra B 4 2 0 Replicata 3 B
Branco amostraB | 4 0 2 Branco amostra B

Ap6s 20 minutos da adi¢do do reagente colorimétrico, as absorbancias devem
ser medidas em 540 nm (regido visivel do espectro) para todos os meios reacionais
preparados (padrdes, amostras e branco das amostras).

As amostras que tiveram valores de absorbancia acima da absorbancia do padrao
de maior concentracdo, foram diluidas com dgua Milli Q, e o branco da mesma amostra

também, anotando-se o fator de diluicao.

Determinacio de Amodnia pelo Método do Fenolato

O mecanismo proposto para a reacao de Berthelot consiste na reacdo da amonia
com fon hipoclorito, formando um composto intermedidrio chamado de
monocloroamina (reacdo I). Na sequéncia, a monocloroamina reage com o fenol
formando o composto intermedidrio da reacdo II. O intermedidrio da reacdo II também
reage com fenol, produzindo um composto de coloragdo azul chamado de indofenol
(reagdo III), o qual absorve em 632 nm. Nitroprussiato de so6dio € geralmente
incorporado no meio reacional porque aumenta a velocidade da reacdo e a sensiblidade
do método. Citrato de sédio em meio alcalino € utilizado como complexante para evitar

a interferéncia de célcio e magnésio.
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Preparo das solucoes:

- Solucao de nitroprussiato 0,5%.

- Solucio alcalina de citrato de s6dio 20% em NaOH 1%: Pesar 20 g de citrato de
sodio di-hidratado e 1 g de NaOH. Misturar, dissolver e diluir em baldo volumétrico
para 100 ml.

- Hipoclorito de s6dio 2,5%.

- Solucdo oxidante: 100 ml da solugdo alcalina de citrato de sédio misturada com

50 mL de hipoclorito de sédio 2,5%.

- Solugdo de fenol 0,126 mol/L: 11,1 ml de fenol liquefeito diluido para 100 ml

com etanol absoluto. Densidade do fenol = 1,071g/ml; mw=94,11g/mol.

- Solugdo estoque E; contendo 3,819 g/l de NH4Cl (1000mg N/L), preparada em
H,S0O4 0,018 mol/L

- Solucdo estoque E, 100 mg N/L preparada a partir da solu¢do E;, diluida em
H,S0O4 0,018 mol/L

- Padroes de NH4Cl contendo 0,05; 0,1; 0,2; 0,5 e 1 mg N/L, preparados por
diluicao de E,, em H,SO4 0,018 mol/L

concentragdo (mgN/L) | aliquota de E, = 100 mg/L. | Vol. Final diluido com
H,S0,4 0,018 mol/L

0,05 50 uL 100 mL

0,1 100 pL 100 mL

0,2 200 puL 100 mL

0,5 500 pL 100 mL

1 1000 uL 100 mL

A utilizag¢do da solug@o de 4cido sulfirico no preparo dos padrdesfoi importante

para equiparar sua acidez a das amostras (tornar as matrizes similares). Se o teor de
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amonia nas amostras for superior a faixa analitica de trabalho, diluir as amostras e seus

respectivos brancos também com esta solugdo de 4cido sulftrico.

Procedimento:

Para preparo dos meios reacionais de amostras e padrdes, usar frascos ambar de
10 ml para evitar a incidéncia de luz. E de extrema importincia seguir a ordem de
adi¢do de reagentes recomendada. Qualquer alteracdo no procedimento leva a formagao
de produtos diferentes do indofenol. Todos os reagentes devem estar a temperatura

ambiente no momento da analise.

Analise de amostras e padroes:

Aliquotas de 5 ml de cada um dos padrdes na faixa de 0,05-0,1 mg N/L foram
transferidas para os frascos dmbar de 10 ml, acrescentando-se em cada um deles 250 pl
de solucdo do fenol, 250 ul de nitroprussiato de sédio 0,5% e 500 pl de solugdo
oxidante. O contetido dos vidros foi homogeneizado apds a adi¢do de cada reagente. Os
frascos foram tampados e armazenados no escuro por 1 hora.

Aliquotas homogéneas de 5 ml de amostras foram distribuidas em 3 diferentes
vidros dmbar com capacidade para 10 ml cada um. Nos 2 primeiros vidros, foram
acrescentados, como nos padrdes, 250 ul da solucdo de fenol, 250 pl de nitroprussiato
de sédio 0,5% e 500 ul da solugdo oxidante para a determinagdo do teor de amdnia em
duplicata, no terceiro vidro foi preparado o branco da amostra, acrescentando 1000 pl
de dgua Milli Q. Todo conteudo foi homogeneizado apds a adicdo de cada reagente,
entdo os frascos foram tampados e mantidos no escuro por 1 hora.

Ap0s este periodo, os espectros dos padroes e das amostras, em duplicata e de
seus respectivos brancos, foram aferidos em 632 nm. O aparelho foi calibrado com dgua

Milli Q.
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Anexo 2. Protocolos e procedimentos para as analises biomoleculares

Extracao de RNA total

Em um microtubo de 1,5 ml eram colocadas 3 hipdfises do mesmo grupo
experimental, adicionados 500 pl de Trizol Reagent (Invitrogen Life Technologies), e
eram entdo maceradas utilizando-se um homogeinizador elétrico com pistilo apropriado
para microtubo de 1,5 ml e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida foram adicionados 0,1 ml de cloroférmio (Merck) e agitados vigorosamente por
15 segundos, incubados de 2-3 minutos em temperatura ambiente e foram submetidos a
centrifugacdo de ndo mais que 12.000 g por 15 minutos a 4°C.

Ap6s a centrifugacdo a mistura se separa em trés fases: fase fenol-cloroférmio
(vermelho claro), uma interface e fase aquosa, na face superior. E na fase aquosa que se
encontra todo o RNA e o volume desta fase é de aproximadamente 60% do volume do
Trizol Reagent utilizado para a homogeinizagao.

Esta fase aquosa foi transferida para um novo microtubo, evitando encostar a
ponteira na interface e fase organica a fim de nao carregar DNA e proteinas para a fase
aquosa. Em seguida, foram adicionados 0,250 ml de isopropanol (Merck) para a
precipitacio do RNA, homogeneizado e incubado a temperatura ambiente por 10
minutos, centrifugado a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. O RNA precipitado
frequentemente ¢é invisivel antes da cetrifugacdo e apds este processo € possivel
visualizar um pellet, feito um gel, no fundo do tubo.

Descartado todo o isopropanol, o RNA foi lavado adicionando-se 0,5 ml de
etanol (Merck) 75 %, homogeinizado e entdo foi submetido a centrifugacdo de ndo mais
de 7.500 g por 5 minutos a 4°C.

No final do processo, descartado todo etanol, o RNA foi brevemente seco a
temperatura ambiente, nao por mais que 15 minutos, dissolvido em 10 pl de dgua livre
de RNase passando-o vdrias vezes pela pipeta. A quantificacio e a avaliacio da pureza
do material (razdo 260/280nm) foram realizadas em espectrofotdmetro e/ou no

nanodrop.

Tratamento com DNA I RNase free
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Para cada 1 pg de RNA foi adicionado 1 pl de 10x buffer com MgCl,, 1 pl
desoxiribonucleoase I RNase free (1u/pl) e dgua livre de RNase para o volume final de
10 pl, homogeinezado com pipeta suavemente e incubado a 37°C por 30 minutos

(protocolo fornecido pelo fabricante: Fermentas Life Science).

Re-extracdao do RNA total

Foi realizada da mesma maneira como descrito para a primeira extracdo. Porém
foi feito ajuste do volume para cada amostra, da seguinte forma: para cada 0,25 ml de
amostra digerida com Dnase I foi acrescentado 0,75 ml de Trizol LS Reagent
(Invitrogen Life Technologies), 0,1 pg de glicogénio RNase free para 1,0 pl de reagdo
segundo as instru¢des do fabricante Fermentas Life Science, e como as amostras
digeridas ndo completaram este volume (0,25 ml), foi adicionado dgua livre de RNase, e
entdlo dado o mesmo tratamento. O volume dos outros reagentes utilizado foi

proporcional ao volume de Trizol.

RT-PCR

Cada amostra foi processada em um microtubo livre de RNase, foi adicionado
1,0 pg de primer (Oligo dT — Random) para 2,0 ng de RNA total e dgua para um
volume menor ou igual a 15 pl. Em seguida, os tubos foram aquecidos a 70°C por 5
minutos para fundir estruturas secunddrias da amostra, resfriados em gelo
imediatamente para evitar que a estrutura secunddria se re-estabelecesse, e foram
submetidos a uma breve centrifugacao e mantidos no gelo.

Ap6s este procedimento, foi adicionado a cada tubo uma mistura com 1,25 pl de
dNTPs (10 mM), 5 pl do buffer 5x M-MLV (250 mM Tris-HCI pH 8,0 a 25°C; 375 mM
KCI; 15 mM MgCl, e 50 mM DTT), 1,0 pl do Inibidor de ribonuclease (25 u) e 1,0 pl
da enzima M-MLYV (200 u), para um volume final de 25 pl para cada amostra.

Entdo, a mistura foi gentilmente homogeneizada e incubada por 60 minutos a

37°C (Protocolo fornecido pelo fabricante: Promega Product Information).

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
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A reacdo de amplificacdo foi realizada utilizando-se 1,0 pl do cDNA obtido na
RT-PCR em um volume final de 50 pl, com os seguintes reagentes: 5,0 ul de Buffer
10x, 3,0 ul de MgCl, (25 mM), 1,0 pl dNTPs (10mM), 1,0 pl de oligo Forward
(10uM), 1,0 ul de oligo Reverse (10uM), 0,4 pl de Tag DNA polimerase (500u), e 37,6
pl de dgua de seringa, todos os reagentes provenientes da Fermentas Life Sciences.

As sequéncias dos primers degenerados sdo as descritas por Parhar et al. (2003):
oligonucleotideo FSH forward (5-ACC AAC ATC AGC ATC MCC GT-3’) e FSH
Reverse (5°-NC AGA CAG CTG GGT ATG T-3°), e LH forward (5’-TCT STG GAG
AAG GAD GGC TG-3’) e LH reverse (5-CGA WGG TRC AGT CGG ANG TG-3’)
os codigos usados: D=A+G+T;M=A+C;N=A+C+G+T;R=A+G;S=G+
C; W = A + T. Os fragmentos gerados por estes oligos devem apresentar cerca de 268 e
259 pares de bases (pb) respectivamente para FSH e LH.

Programa utilizado para a amplificacdo em gradiente:

- Tampa do termociclador aquecida a 105°C.

Passos do ciclo Temperatura °C Tempo

1°. 94 2 minutos
2°, 94 30 segundos
3°, 52 - 62,4 (R=3 G=5) 30 segundos
4°, 72 30 segundos
5°. 72 7 minutos

Os passos 2, 3 e 4 foram repetidos 40x, e s@o correspondentes respectivamente
aos processos de desnaturacdo das dupla-fitas, associagdo dos oligos e extensdo das fitas

de DNA.

Purificacio do fragmento amplificado

Apo6s esta reacdo, os produtos de PCR de FSH e LH foram purificados, por
eletroforese em gel de agarose (2%) e extraidos utilizando-se o Kit Zymoclean-gel DNA

Recovery Kit (Zymo Research).

Eletroforese de DNA:
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Cada amostra foi aplicada em gel de agarose 2% (2% de agarose em dgua e TAE
Ix final —Tris acetato 40mM e EDTA 1mM - e brometo de etideo 2,5 pg/l) em uma
cuba de eletroforese preenchida por tampao TAE 1x e brometo de etideo 2,5 pg/l.
Foram aplicados 10 pl de cada amostra da PCR adicionando-se 1,0 pl de tampao de
amostra (0,25% azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol FF, 15% Ficoll — tipo 400,
Pharmacia) e foi também aplicado no gel 10 pl do marcador 100pb (Fermentas Life
Science).

As amostras foram submetidas a eletroforese aplicando-se uma diferenca de
potencial de 7 Volts/cm por tempo sufuciente para que as bandas do marcador utilizado
estivessem bem distintas e isso era marcado pela migracdo do corante bromofenol em
aproximadamente 2/3 ou 3/4 do comprimento do gel.

O gel foi visualizado sobre um transluminador — mesa com iluminacao
ultravioleta (modelo TFX, Life Technologies, EUA) cuja emissao de ondas ultravioleta
permite a identificagdo das bandas de DNA (dupla-fita) intercalados com brometo de
etideo. O registro foi feito utilizando-se uma camara digital (Kodak EasyShare C743.

Kodak, EUA).

Extragdo da banda de interesse do gel de agarose

A partir do gel de agarose, a banda do fragmento esperado foi extraida com uma
lamina e transferida para um microtubo de 1,5 ml. Pesado o fragmento cortado, foi
adicionado 3x o volume da solu¢do ADB Buffer, incubado a 37°C de 5-10 minutos até
que a agarose tenha sido dissolvida completamente.

Entdo, esta solugcdo foi transferida para a coluna Zymo-Spin no tubo coletor,
centrifugada a 12.000 rpm por 1 minuto, e a solu¢do que passou para o tubo coletor
neste processo foi descartada. Adicionou-se 200 pl de tampao de lavagem na coluna, e o
tubo foi centrifugado novamente nas mesmas condi¢des, foi descartado o que passou
pela coluna e o processo de lavagem foi repetido.

Foram adicionados 10 pl de dgua diretamente na coluna, e a mesma foi colocada
sobre um microtubo novo e centrifugado a 12.000 rpm por 1 minuto para a elui¢do do
DNA.

Este produto foi quantificado em gel de agarose (2%) em comparacdo com O

marcador A Hind 11, aplicando-se 3,0 pl de amostra 6,0 pl de dgua e 1,0 pl de tampao
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de amostra. Esta quantificacdo permite realizar adequadamente a ligacdo deste
fragmento com vetor plasmidial para posterior transformacdo bacteriana. O vetor
utilizado foi o plasmideo pGEM (pGEM-T Easy Vector Systems - Promega) e as
bactérias competentes Escherichia coli. Recomenda-se que exista na reacdo de ligacao

3x o volume, em moléculas, do fragmento em relacdo ao vetor.

Reacdo de ligacdo

Em um microtubo foi adicionado o fragmento a ser clonado (FSH/LH ~ 300pb
7,5 ng e EF1A ~ 57 pb 1,5 ng) na concentragcdo de 3x o numero de moléculas do vetor,
pGEM (3000pb - 25 ng), tampao 5x, T4 DNA ligase (2u) e dgua para 20 pl. Foram
realizados controles de ligacdo utilizando-se plasmideos sem adi¢do de qualquer
fragmento sendo um experimento com e outro sem a enzima ligase. Cada amostra foi
homogeneizada em vortex por 15 segundos, centrifugada brevemente e mantida em
temperatura ambiente por 1 hora.

Transformacio bacteriana

Foram utilizados 6 microtubos com 200 pl de solug¢do de bactérias competentes
Escherichia coli para cada situacio apresentada a seguir:
1) Experimento FSH; 2) Experimento LH 3) Experimento EF1A 4) Controle da
ligase; §5) Controle do vetor; 6) Controle da transformacido com plasmideo fechado
PUC; 7) Controle do meio de cultura com ampicilina e manipulagdo com bactérias
sem plasmideo.

Estas bactérias foram descongeladas em gelo por 20 minutos e foram
adicionados no microtubo 1) os 20 ul da reacdo de ligacao do fragmento de FSH; no
tubo 2) 20 pl da reacdo de ligacdo do fragmento de LH; tubo 3) 20 pl da reacdo de
ligacdo do fragmento de EF1A; 4) os 20 pl da reacdo do vetor com ligase; tubo 5) os 20
ul do controle do vetor sem ligase; no tubo 6) 20 ng do plasmideo PUC; e nada foi
adicionado ao tubo 6). Cada tubo teve seu conteido homegeneizado delicadamente e
todos permaneceram no gelo por mais 20 minutos.

Em seguida, foram incubados por 1,5 minutos a 42°C em banho-maria e foram
colocados novamente no gelo por mais 2 minutos. A cada tubo foram adicionados 800

pl de meio de cultura SOC, contendo meio SOB (solugdao aquosa de: trptona 20 g/L,
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extrato de levedura 5 g/L, NaCl 0,58 g/L, KCI 2,5 mM, MgCl, 10mM) e glicose, sem

ampicilina e posteriormente os tubos foram incubados por 1 hora a 37°C em estufa.

As bactérias transformadas foram semeadas em meio SOB sélido contendo
ampicilina (100pg/mL, Invitrogen), IPTG e 0,04% de X-Gal (Invitrogen), sendo duas
placas para cada ensaio: uma placa com apenas 100 ul de bactérias transformadas e
outra com o equivalente aos 900 pl restantes (pois, foram centrifugados descartado ~

700 pul e semeados ~ 200 ul), as placas foram incubadas por 20 horas a 37°C.

Obtencao dos clones transformados e extracio de DNA plasmidial

Apbs a avaliacdo dos controles que seria a eficiéncia das bactérias pela
incorpora¢do do plasmideo PUC; a auséncia de bactérias no controle de manipulagdo; e
poucas coldnias azuis nas placas que continham o vetor sem fragmento de inser¢do com
e sem ligase; 8 colOnias brancas resultantes da transformacdo bacteriana com
plasmideos contendo o fragmento de insercdo putativo para FSH, LH e EF1A, foram
selecionadas, coletadas com palito estéril e colocadas em tubos de ensaio contendo 3 ml
de meio SOB com 3 pl de ampicilina (100 pg/ul) entdo, foram mantidas sob agitacdo a
250 rpm por 20 horas a 37°C.

Ap6s este periodo, as culturas bacterianas foram centrifugadas brevemente a fim
de se descartar o meio de cultura. A cada uma delas foi adicionado 300 pl da solucdo de
lise I (Tris HCl pH 8,0 50 mM, EDTA 10 mM, RNase 100 pg/ml) e foram
homogeneizadas em vortex. Em seguida, foram adicionados 300 pl de outra solucao de
lise I (NaOH 0,2 N, SDS 1%), e todos os tubos foram incubado em temperatura
ambiente por 5 minutos, apds este periodo foram adicionados 300 pl de acetato de
potdssio 3 M entdo os tubos foram brandamente invertidos e deixados no gelo por 10
minutos.

Logo apds, os tubos foram submetidos a centrifugac¢do por 10 minutos a 12.000
rpm em temperatura ambiente, entdo a fase aquosa foi recuperada em um novo
microtubo e acrescidos 600 pl de cloroférmio, homogeneizado em vértex e mais uma
vez foram centrifugados a 12.000 rpm por 5 minutos. Novamente o sobrenadante foi
recuperado em outro tubo e foram adicionados 400 pl de isopropanol, para a

precipitacdo do DNA, homogeneizando-se em vortex.
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Em seguida, os tubos foram centrifugados a temperatura ambiente por 15
minutos a 14.000 rpm, apds a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 600 pl de etanol 70%, mais uma vez foram centrifugados a 14.000 rpm por
5 minutos, em seguida todo o etanol 70% foi descartado, os tubos foram mantidos em
temperatura ambiente para que o pellet secasse e entdo os mesmos foram ressuspensos

em 50 pl de TE (Tris 10 mM e EDTA 1,0 mM).

Digestao plasmidial

Para cada clone foi realizada a seguinte reacao: 2,0 pl do DNA plasmidial, 1,0 pl
do tampdo 10x (para a enzima NOT), 0,3 ul da enzima NOT (3u), 4gua para um total de
10 upl final de reacdo. Os reagentes foram homogeneizados com a pipeta deixados por
uma hora a 37°C (Invitrogen).

Apés a digestdo, os 10 pl da reacdo de digestdo e a mesma massa de DNA
plasmidial nao digerido (2,0 pl) de cada clone foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 2% tendo sido adicionados 1,0 pl de tampao de amostra e o marcador
utilizado foi o 100pb (Fermentas Life Science). Isto foi realizado para a verificacdao da
presenca do plasmideo, eficiéncia da extracdo do DNA plasmidial, e do tamanho do

fragmento inserido.

Reacdo para sequenciamento

Para esta reacdo foram utilizados 2,0 ul de cada amostra de DNA plasmidial
extraido, 7,0 ul do tampao Save Money (200 mM Tris-HCI pH9,0 € 5 mM MgCl,) 3,0
ul do primer T7 ou SP, em reacdes distintas, (3.2 uM, Invitrogen), 1,0 ul de Big Dye
V3.0 (Applied Biosystem), 8,0 ul de 4gua, em um volume final de 20 pl. A reacdo foi
submetida ao termociclador nas seguintes condi¢des: 96°C por 90 segundos, seguidos de

49 ciclos de 96°C por 20 segundos, 55°C por 20 segundos e 60°C por 4 minutos.

Reacio de precipitacio do DNA marcado

Para cada reacdo foram adicionados 33,3 pul do mix descrito a seguir:
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Mix para 16 amostras: 550 pl deetanol 100%, 22 pl deNaOAc 3 M pH 5,2 e 22 pl de
glicogénio lug/pl.

As amostras com o mix foram homogeneizadas em vortex, e mantidas por 15
minutos no freezer -20°C. Apés este periodo, foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10
minutos a 4°C, todo o sobrenadante foi desprezado, e foram adicionados 50 pl de etanol
70% gelado a cada tubo. Os tubos foram centrifugados novamente nas mesmas
condicdes, foi desprezado todo o etanol, e as amostras foram secas por 1 minuto a 96°C.
As amostras foram embrulhadas em aluminio e armazenadas em freezer -20°C até o

momento do sequenciamento.

Observacdes:

Durante todo o procedimento descrito a cima foi tomado o cuidado de proteger
as amostras da luminosidade.
O sequenciamento das amostras do presente trabalho foi realizado pelo Instituto

de Quimica da Universidade de Sdo Paulo.

Extragdo em larga escala de DNA de plasmideos de culturas bacterianas

Foi feito um inéculo de 25mL da bactéria com o plasmideo de interesse (FSH, LH
e EF1A) em 500 ml de SOB contendo ampicilina e cada recipiente foi mantido em um
agitador a 250 rpm a 37°C por um periodo de 12 a 18 horas. Em seguida, essas bactérias
foram centrifugadas a 3000 g por 10 minutos a 4°C, entdo o meio de cultura foi
descartado e as bactérias foram lavadas com 100 ml de STE (0,1M de NaCl; 10 mM de
tris-HCI com pH 8,0; 1 mM de EDTA pH 8,0).

Posteriormente, foram centrifugadas a 3000 g por 10 minutos e ressuspensas em
20 ml de solugdo I (glicose 50 mM; 25 mM de Tris-HCl; 10 mM de EDTA pH 8,0).
Depois foi adicionada lisozima e a solu¢do foi deixada no gelo até mudar sua
viscosidade. Quando ocorreu tal mudanca foram adicionados 20 ml de solucdo II (0,2 N
de NaOH e 1% de SDS) para cada 500 ml de cultura de cada um dos genes, entdo foram
deixadas por 5 minutos em temperatura ambiente. Passado esse tempo, foram
adicionados 20 ml da solucdo III (KOAc 3M) e os frascos foram deixados por 10

minutos no gelo.
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Em seguida, foram centrifugados a 4000 rpm por 15 minutos a 4°C, e entdo essa
solugdo foi passada em um filtro de gaze dupla. Ao filtrado, foi adicionado 0,6 volume
de isopropanol e deixado por 10 minutos em temperatura ambiente. Depois foi
centrifugado em 1500 rpm por 30 minutos em temperatura ambiente e o sobrenadante

foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol 70% gelado.

Esse precipitado foi ressuspendido em TE e foi dissolvido 1g de cloreto de césio
para cada ml da solucdo de DNA. Em seguida, adicionou-se 0,8 ml de brometo de
etideo 10 mg/ml para cada 10 ml da solucdo de DNA e centrifugou-se por 5 minutos a
8000 rpm. Essa solugdo foi transferida para tubo de ultracentrifugacdo e centrifugada
utilizando os seguintes passos: 100000 g por 4 horas e 45 minutos, 98000 g por 15
minutos, 94000 g por 30 minutos, 90000 g por uma hora e 84000 g por até 34 horas.

A banda correspondente ao plasmideo foi coletada utilizando-se uma seringa com
agulha e o brometo de etideo foi retirado por lavagens sucessivas com um volume de 1-
butanol saturado com cloreto de s6dio 1M. Essa solucdo contendo o plasmideo foi
dialisada em TE por um periodo de 4 horas por troca de tampao, totalizando 5 trocas. A
solucdo resultante foi quantificada em espectrofotdometro (GeneQuant pro, Amersham
Biosciences). A pureza da amostra foi averiguada pela razio entre as absorbancias dos

comprimentos de ondas 260/280 nm.



