MARIA CARMEN ESCALANTE ROJAS

Fisiologia enddcrina de peixes com diferentes estratégias

reprodutivas em reservatorios poluidos

Endocrine physiology in fish with different reproductive
strategies in polluted reservoirs

Sao Paulo

2019



MARIA CARMEN ESCALANTE ROJAS

Fisiologia enddcrina de peixes com diferentes estratégias

reprodutivas em reservatorios poluidos

Endocrine Physiology in fish with different reproductive
strategies in polluted reservoirs

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sé&o
Paulo, para a obtencdo de Titulo de
Mestre em Ciéncias, na Area de
Fisiologia Geral.

Orientadora: Profa. Dra. Renata
Guimaraes Moreira Whitton

Séo Paulo

2019



Ficha Catalografica

Escalante Rojas, Maria Carmen

Efeitos de potenciais desreguladores enddcrinos na fisiologia reprodutiva de
teledsteos em reservatdrios poluidos/ Maria Carmen Escalante Rojas; Orientadora
Profa. Dra. Renata Guimaraes Moreira Whitton, Sdo Paulo, 2019.

138 pag.

Dissertacdo (Mestrado) - Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o

Paulo. Departamento de Fisiologia.

1. Desregulacdo endocrina. 2. Reprodugdo. 3. Ecotoxicologia. 4. Peixes. 5.
Fisiologia. I. Universidade de Sao Paulo. Instituto de Biociéncias. Departamento

de Fisiologia.

Comissao Julgadora:

Prof(a). Dr(a).

Prof(a). Dr(a).

Prof(a). Dr(a).

Profa. Dra. Renata Guimaraes Moreira Whitton

Orientadora




Dedico este trabalho:
A0 meu pai Pedro, a minha familia e a
Deus, que sempre confiaram em mim e me
apoiaram durante toda minha vida, com
todo o amor e carinho, e ndo mediram
esforgcos para me incentivar.
E a todos que se dedicaram a realizar parte
desse trabalho.

Muito grata.



Science is not only a disciple of reason but,
also, one of romance and passion.
A ciéncia ndo é apenas um discipulo da

raz&o, mas também um romance e paix&o.

Stephen Haking

- Traducéo livre —



Agradecimentos

v A Deus por sempre atender as minhas preces, me encaminhando para as melhores
decisbes e por colocar anjos no meu caminho onde quer que eu esteja. Querido Deus,
peco de tudo coragdo que o Senhor Hector, pai do meu querido Arthur e um segundo pai
para mim, melhore e saia vitorioso do cancer, porgque nossas vidas nunca serdo as mesmas
sem vocé; com todo amor agradeco ter conhecido-o e ter compartilhado muitos momentos
lindos cheios de amor ao lado da sua familia.

v A Profa. Dra. Renata Guimardes Moreira Whitton pelo 6timo acolhimento, pela
orientagcdo atenciosa e paciente conduzida com grande competéncia. Pela amizade e
preocupacdao maternais. Por representar um exemplo como profissional e pessoa, nao
hesitando em compartilhar seus conhecimentos e cedendo 6timas oportunidades para meu
crescimento profissional. Por muitas vezes me fazer acreditar em mim mesma, dando
crédito ao meu trabalho e opinides.

¥ Ao Dr. Carlos Eduardo Tolussi, por toda ajuda neste processo como colaborador. Pelas
horas de dedicacdo no laboratdrio e conhecimento compartilhado. Por todas as revisoes,
conversas e paciéncia nestes momentos.

¥ Ao meu amado pai, Vicente Pedro Escalante, pelo amor, conselhos e apoio
incondicionais que serviram como alicerces para a minha trajetdria e por sempre se fazer
presente.

v A familia Catunda, por todo o amor e por ter me acolhido como uma filha na sua casa.
Estarei eternamente grata.

¥ Aos meus amados e fiéis amigos, Shellah Fuentes, Adrian Quintana, Arthur Amorim,
Gabriel Teodoro, pelo carinho, conselhos, ensinamentos, companheirismo e mimos. Por
me fazerem sentir acolhida, amada e segura longe da minha terra natal.

v Aos meus queridos amigos de republica: Leonardo, Mona, Yasmin, Lucas, Elias,
Benedito, Naty, Juan, Marcos, Abad, Adrian, Guillerme, Camila, Pedro, Jodo e Alberto
pelo carinho, por me passar tranquilidade e pela étima convivéncia.

¥ Aos amigos Brayan Campos, Ruy Chacon, Carlos Enrique, pela atencdo e auxilio
incondicionais durante todo o mestrado.

¥ Aos colegas de laboratério LAMEROA, Aline, Fernanda, Natalia, Valquiria, Bianca
Rangel, Victoria Frachetta, Joseane Silva, Marcela Mufioz, Gabriela Brambila, Giovana

Branco, Cecilia Bertacini, Ethiene Fernandes, Paulo, Bruno Araujo, Bruno Marotta,



Carlos Tolussi, Filipe Godoi, Jodo Paulo Silva, Renato Honji, Victor Marques, Kaina
Fagundes, pelo convivio agradavel e apoio.

¥ Aos professores Zulma F. Da Silva, Débora Rejane Fior Chadi, Aline Maria da Silva e
aos colegas desses laboratdrios por gentilmente compartilharem aparelhos e reagentes.

v A querida Layla Farage pela amizade, pelas conversas, aconselhamentos e por me
auxiliar em varias analises de expressdo génica no laboratorio no IQUSP.

¥ Ao apoio técnico, amizade e grande carinho de Vagner.

v Ao CNPq pelo auxilio financeiro para o desenvolvimento deste trabalho através da
bolsa de mestrado (133759/2017-2). A FAPESP pelos auxilios financeiros (Projeto
Tematico 2014/16320-7 e Auxilio Regular 2017/11530-1) e a CAPES pela verba PROAP.
Agradeco também ao Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias (Fisiologia Geral) e ao

Instituto de Biociéncias, pela atengéo e presteza.

Muito obrigada!

Maria



indice

LiSta de ADreVIAGCOES ........ccoiiiiiicee e 10
LiSta de HUSTFAGOES .....ocveereiiiieiieeee ettt ettt ns 12
LiSta de TADEIAS ..o 15
RESUMIO GEIAL ...ttt et e e e 16
GENEIAl ADSTFACT .....o..iitiiiciiee bbb 18
INtroducio Geral @ ODJELIVOS ........ccoiiiiiiiiiiiiiie s 19
INtrOdUGED GEIAL ... 19
ODBJELIVO GETal ... e 31
AT 8 BSTUAD .....vveeee e 32
ESPECIES EStUAAAAS ..ottt 35
Referéncias BibDHOGrafiCas ..........cooviiiiiieiiieee s 36

Capitulo 1 — Caracterizacao limnologica de trés reservatorios com diferentes graus de

trofia
RESUMIO .. 47
ADSEIACT. ... 48
INEFOTUGED ...ttt e et e et e s e s raenteeneenneas 49
ODbjJetiVo ESPECITICO ...vevveiiciiiiieie s 50
MateriaiS € IMELOUOS .........oiviiiiiriiiiiee et 50
RESUITAAOS ... 53
DISCUSSAOD ..tttk stttk bbbt b et b et e et n e n e 56
CONCIUSDES ...ttt 58
Referéncias BiDHOGrafiCas ..........ccouveiiiiiieiiee s 59



Capitulo 2 — Uso integrado de biomarcadores no estudo da fisiologia reprodutiva de

machos de Astyanax fasciatus em reservatdrios poluidos

RESUMIO . 63
ADSEIACT. ... 64
INEFOTUGED ...ttt b e e nbe e 65
ODjJEtiVO ESPECITICO ..vivviivieiiieic et 67
MateriaiS € IMELOUOS .......cviviiieieiiiie et 67
RESUITAAOS ... 75
DISCUSSED ......vevveneete sttt bbbttt bbbttt b 82
CONCIUSDES ...ttt 86
Referéncias BIDIIOGrafiCas ..........ccocviiiiiciieiice e 87
APBNTICES ... 94

Capitulo 3 — Uso integrado de biomarcadores no estudo da fisiologia reprodutiva de

machos de Hoplias malabaricus em reservatorios poluidos

RESUMIO . 95
ADSEIACT. ... 97
L1 oTo [F Lo o SRS 99
ODbjJetiVO ESPECITICO ..viuviiiiiiicii et 100
MateriaiS € IMELOUOS .......cviueieieiiiieieee et 101
RESUITAAOS ...t 106
DISCUSSED ...ttt bbbt bbbttt b bt bbb 116
CONCIUSDES ...ttt 120
Referéncias BibDIIOGrafiCas ..........ccccvvvieiiiiicieciece e 121
APBNTICES ...t 127



Discussdo geral
DT oIl SESF: (o I (=] - | SR
Conclusdes e consideragdes fINAIS ..........coceverereririninieee e

Referéncias bibliograficas ..........ccccoveviiiiii i



Lista de abreviagOes

11-kt - 11 cetotestosterona

DNA - 4cido desoxiribonucleico.

DNase - desoxiribonuclease.

cDNA - DNA complementar.

ANOVA - anélise estatistica de variancia

RNA - 4cido ribonucleico.

MRNA - RNA mensageiro.

Bil — Reservatorio Billings

CEUA - Comissdo de Etica no Uso de Animais

CETESB — Companhia Tecnoldgica de Saneamento Ambiental

Cl —clorofila—a

CONAMA — Conselho Nacional do Meio Ambiente

Ct - do inglés cycle of threshold (ciclo de inicio de amplificacdo exponencial).
dNTP - desoxinucleoideo.

E - eficiéncia de reacdo do PCR em tempo real.

E2 - 17p - estradiol

EF1 - gene codificante para o fator de elongacéo.

FAPESP - Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo
fshb/FSH - Gene/proteina para a subunidade beta do horménio foliculo-estimulante
FT - fosforo total

Gua - Reservatorio Guarapiranga

IB-USP - Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo
IET - indice do Estado Tréfico

IGS - indice gonadossomatico

10



IHS - indice hepatossomatico
LAMEROA - Laboratorio de Metabolismo e Reproducédo de Organismos Aquéticos
M - molar.

NCBI - do inglés National Center for Biotechnological Information (Centro Nacional

de Informagé&o Biotecnoldgica).

pb - pares de bases.

PCR - do inglés polimerase chain reaction (reacdo em cadeia da polimerase).
PN - Reservatorio de Ponte Nova

RT-PCR - retrotranscrigéo e amplificagdo por PCR.

RMSP - Regido Metropolitana de Sdo Paulo

SABESP - Companhia de Saneamento Basico do Estado de Séo Paulo

T- testosterona

Taqg - enzima polimerase de Termus aquaticus.

T m - do inglés Temperature of melting (temperatura de disociacion)

Valor E - valor estatistico de significancia de alinhamento das sequéncias de bases de

dados no GenBank.

vtgA/VTG-A - Gene/proteina para a subunidade A da vitelogenina

11



Lista de ilustractes

Introducéo Geral

Figura 1 — Fontes de alguns compostos desreguladores endocrinos no ecossistema aquatico. Fonte:
QST U == L 0 SR 22

Figura 2 — Vias de exposicdo e efeitos dos desreguladores enddcrinos nos organismos. Fonte:
Modificado de ISmail €t al., (2017) ....ccvcovierireeee e e e e naenae e 23

Figura 3 — Mapa da Bacia Hidrogréafica do Rio Tieté, destacando os reservatorios de (A) Ponte Nova,

(B) Billings e (C) Guarapiranga. (FONnte: google.CoM) .......ccvvveivrerieiire e e s es 32

Figura 4 — Mapa do reservatdrio Billings, destacando os bragos de (A) Bororé e (B) Taquacetuba.

(e LI TooT | (=X ol] 1 ) TSR 33

Figura 5 — Mapa do reservatério Guarapiranga, destacando os bracos de (A) Embu-Guagu e (B)
Barragem. (FONE: GOOGIE.COM) ....oviiiiieiiiiieee et et et es e st e ne e e 34

Figura 6 — (A) A. fasciatus. Fonte: Galvis e Camargo (1997) e (B) H. malabaricus. Fonte: Sverlij
(2002). O comprimento (média + EPM) durante as coletas foi de 9,49 + 0,30 cm para A. fasciatus e
35,92 £ 0,74 cmpara H. malabariCus. .........cccoovue it s 35

Capitulo 2

Figura 1 — Machos adultos de A. fasciatus coletados nos reservatérios Ponte Nova e Billings (Bororé
e Taquacetuba) durante as estacdes de verdo e inverno. (A) registro da massa total; (B) registro do

comprimento total (C) coleta de SANQUE. .....c.coviveriiiieieiieee e 68

Figura 2 — Indices gonadossomatico (A), Hepatossomatico (B) nos machos adultos de A. fasciatus
nos reservatorios Ponte Nova e Billings (Bororé e Taquacetuba), durante as estagdes de verdo e
inverno. Os dados estdo expressdes como média + erro padrdo da média. IGS e IHS ndo apresentam
diferencas estatisticas ap6s 0 teste de TUKeY (P > 0,05). ...voviveeeriirrriiriiee s 75

Figura 3 — Andlise histoldgica de testiculos em A. fasciatus nos reservatdrios Ponte Nova e Billings
(Bororé e Taquacetuba), durante as estacdes de verdo e inverno. A) Verdo no reservatorio PN; B)
Verdo no reservatério Bil (Bororé); C) Verdo no reservatério Bil (Taquacetuba). D) Inverno no
reservatorio PN; E) Inverno no reservatério Bil (Bororé); F) Inverno no reservatério Bil
(Taquacetuba). Apto a desova (A, B, C e E, F) e em regressdo (D), mostrando reducdo da
espermatogénese e espermatozoides residuais. Intersticio (asterisco), espermatdcitos (Et),
espermatozoides (Ez) e Iumen testicular (Lu). Coloragdo H-E. n = 5 animais por ambiente em cada

L Lo oI ot |- = T U WA U RS T 77

12



Figura 4 — Andlise histolégica dos testiculos de A. fasciatus nos reservatérios Ponte Nova (referéncia)
e impactados Billings. Mostrando a maior aumento o contraste entre as duas estacGes de inverno e
verdo. A) A fase de desova, verdo no reservatério Bil (Taquacetuba); B) A fase de Inverno no
reservatorio PN e C) A fase desova, verdo no reservatorio PN. Espermatozoides (Ez), espermatozoides
residuais (*) e limen testicular (Lu). Coloragdo H-E. n = 5 animais por ambiente em cada estagdes.

ESCAIAI BAITA: 25T, ...ttt sttt b b bbbt bttt bbb bt 78

Figura 5 — Concentracdo plasmatica de T (A), 11-kt (B) e E2 (C) nos machos adultos de A. fasciatus
nos reservatorios Ponte Nova e Billings (Bororé e Taquacetuba), durante as estagdes de verdo e
inverno. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média. "Simbolos representam
diferencas estatisticas entre os ambientes na mesma estacdo do ano (p< 0,05). ®Letras diferentes

representam diferencas estatisticas significativas no mesmo ambiente nas duas estacdes (p< 0,05).

Figura 6 - Expresséo relativa dos mRNAs para fshb (A) e vtgA (B) nos machos adultos de A. fasciatus
nos reservatorios Ponte Nova e Billings (Bororé e Taquacetuba), durante as estacdes de verdo e
inverno. Os dados estdo expressos como média + erro padrao da média e foram calibrados em relacao
a média dos espécimes coletados no reservatério Ponte Nova (coluna branca). ®Letras diferentes

representam diferencas estatisticas significativas no mesmo ambiente nas duas estagdes (p< 0,05).

Capitulo 3

Figura 1 — Machos adultos de H. malabaricus coletados nos reservatérios Ponte Nova, Guarapiranga
(Embu-guacu e Barragem) e Billings (Bororé e Taquacetuba) durante as estacdes de inverno e verdo.

(A) registro da massa total; (B) registro do comprimento total e (C) coleta de sangue. .................... 101

Figura 2 — indices Gonadossomatico (A), Hepatossomatico (B) nos machos adultos de H. malabaricus
nos reservatérios Ponte Nova, Guarapiranga (Embu-guacu e Barragem) e Billings (Bororé e
Taquacetuba), durante as estacdes de inverno e verdo. Os dados estdo expressos como média + erro
padrdo da média. “Simbolos representam diferencas estatisticas entre os ambientes na mesma estacéo
(o[ T (Ol (001 SRS 106

Figura 3 — Andlise histoldgica dos testiculos de H. malabaricus nos reservatérios Ponte Nova
(referéncia) e impactados Billings (Taquacetuba e Bororé) e Guarapiranga (Barragem e Embu-guagu),
durante as estacOes de inverno e verdo. A) Inverno no reservatdrio PN; B) Inverno no reservatorio Bil
(Bororé); C) Inverno no reservatorio Bil (Taquacetuba); D) Inverno no Reservatdrio Gua (Barragem);
E) Inverno no Reservatério Gua (Embu-guagu); F) Verdo no reservatdrio PN; G) Verdo no
reservatorio Bil (Bororé); H) Verao no reservatdrio Bil (Taquacetuba); I) Verdo no Reservatorio Gua
(Barragem); J) Verdo no Reservatério Gua (Embu-guacu). A fase de desova (B-D, F, G, I e K), fase

em desova (A, E, H e J), mostrando reducdo da espermatogénese. Intersticio (asterisco),

13



espermatocitos (Et), espermatozoides (Ez) e limen testicular (Lu). Coloracdo H-E. n = 5 animais por
ambiente em cada estacGes, com excep¢do de PN (n = 2, no inverno e n = 3, no verdo) e Bil
(Taquacetuba) (n = 3, no verdo). Escala: Barra: 25um.Apto a desova (A, B, C e E, F) e em regressdo
(D), mostrando reducdo da espermatogénese e espermatozoides residuais. Intersticio (asterisco),
espermatocitos (Et), espermatozoides (Ez) e lmen testicular (Lu). Coloracdo H-E. n = 5 animais por

ambiente em cada estago. Escala: Barra: 25HM. ......covieiriniiirne e e 110

Figura 4 — Andlise histoldgica dos testiculos de H. malabaricus nos reservatorios Ponte Nova
(referéncia) e impactado Guarapiranga. Mostrando a maior tamanho o contraste entre as duas estacdes
de inverno e verdo. A) A fase de desova e fase em regressdo no inverno no reservatério Gua
(Barraguem); B) A fase de desova e fase em regressdo no verdo no reservatorio Gua (Barraguem).
Espermatozoides (Ez), espermatozoides residuais (*) e limen testicular (Lu). Coloracdo H-E. n =5

animais por ambiente em cada estagdes. Escala: Barra: 25Um. ........ccccvevverveieiieeiieincseseesesee e 111

Figura 5 — Concentracdo plasmatica de T (A), 11-kt (B) e E2 (C) nos machos adultos de H.
malabaricus nos reservatérios Ponte Nova, Guarapiranga (Embu-guacu e Barragem) e Billings
(Bororé e Taquacetuba), durante as estacfes de inverno e verdo. Os dados estdo expressdes como
média + erro padrdo da média. "Simbolos representam diferencas estatisticas entre os ambientes na
mesma estacdo do ano (p< 0,05). ®®Letras diferentes representam diferencas estatisticas significativas

no mesmo ambiente nas duas estagdes (P< 0,05). ....oviveeirriieiiieeeresee e s 114

Figura 6 - Expressao relativa do mRNA para fshb (A) e vtgA (B), nos machos adultos de H.
malabaricus nos reservatérios Ponte Nova, Guarapiranga (Embu-guacu e Barragem) e Billings
(Bororé e Taquacetuba), durante as estagdes de inverno e verdo. Os dados estdo expressos como média
+ erro padrdo da média e foram calibrados em relacédo a média dos espécimes coletados no reservatorio
Ponte Nova (coluna branca). "Simbolos representam diferencas estatisticas entre os ambientes na
mesma estacdo do ano (p< 0,05). ®Letras diferentes representam diferencas estatisticas significativas

no mesmo ambiente nas duas estagies (P< 0,05). .iviiiieiieiirrieri e s 115

14



Lista de tabelas

Capitulo 1
Tabela 1 — Protocolos utilizados para andlise de nutrientes totais, dissolvidos, solidos em suspenséo e

(01 0 (0 1 TSRS 51
Tabela 2 — Classificagdo do estado tréfico (IET) em reservatorios segundo Lamparelli (2004). ...... 52

Tabela 3 — Variaveis fisico-quimicas da agua no centro dos reservatorios de Ponte Nova, nos pontos
Embu-Guacu (EG) e Barragem (Ba) do reservatério Guarapiranga e dos pontos Taquacetuba (Ta) e

Bororé (Bo) do reservatorio Billings (verdo e inverno de 2017 e verdo de 2018). ......ccccccevveevevrrenenn, 53

Tabela 4 — Concentracao de solidos totais, nutrientes e clorofila-a da dgua do centro dos reservatérios
de Ponte Nova (PN), nos pontos Embu-Guacu (EG) e Barragem (Ba) do reservatorio Guarapiranga e
dos pontos Taquacetuba (Ta) e Bororé (Bo) do reservatorio Billings (verdo e inverno de 2017 e verdo
G 2018). .eeeeieeeieieieie sttt ettt ettt et btttk E ARt R R AR ettt et Rt e sttt e s 54

Tabela 5 — indice de Estado Trofico (IET) dos reservatorios de Ponte Nova (PN), dos pontos Embu-
Guacu (EG) e Barragem (Ba) do reservatdrio Guarapiranga e dos pontos Taquacetuba (Ta) e Bororé

(Bo) do reservatério Billings (verdo e inverno de 2017 e verdo de 2018). .......ccovvvrverrereeiineneennnnn, 55

Capitulo 2
Tabela 1 — Relagdo dos primers para PCR convencional dos genes fshb e vtgA para A. fasciatus. Seja:
[ (0 QY 1 (0 T R O =NV TR 72

Tabela 2 — Relacdo dos primers, tamanho do amplicon, replicabilidade da reacdo e eficiéncia de
amplificacdo de transcritos analisados por RT-gPCR em A. fasciatus. Seja: F, forward e R, reverse.

Tabela 3 — Fases reprodutivas dos machos adultos de A. fasciatus nos reservatdrios Ponte Nova e

Billings (Bororé e Taquacetuba), durante as estacdes de Verao € iNVErNO0. .......ccccccvveeenerieieseresrenenns 76

Capitulo 3
Tabela 1 — Relacdo dos primers para PCR convencional dos genes fshb e vigA para H. malabaricus.

Seja: F, TOrWAITd € R, FEVEISE. .uiviieieiieiteee st sttt ettt et se s sae e st esesseenaeseeneeneesaeneas 103

Tabela 2 — Relagdo dos primers, tamanho do amplicon, replicabilidade da reacdo e eficiéncia de

amplificaco de transcritos analisados por RT-gPCR em H. malabaricus. Seja: F, forward e R, reverse.

Tabela 3 — Fases reprodutivas dos machos adultos de H. malabaricus nos reservatérios Ponte Nova,
Guarapiranga (Embu-guacu e Barragem) e Billings (Bororé e Taquacetuba), durante as estagdes de

NVEITIO B VEIA0. .eeieeeteeeeeeeeeetee e et e e e et e s e et eses e e s saseeesaseeseasaeeeeanseesasseeesesaeeeanteee eeaansneenaneseennreeeeanreeens 108

15



Resumo geral

Os reservatorios estdo permanentemente submetidos a indmeras pressoes
ambientais, intensificacdo das atividades antropicas e alteracdes bioldgicas que ocorrem
devido a presenca de poluentes, que podem atuar como desreguladores enddcrinos
(EDCs), alterando a fisiologia reprodutiva de peixes. Nos reservatorios da Regido
Metropolitana de S&o Paulo (RMSP) tém sido reportados processos de eutrofizacdo e a
presenca de poluentes, produtos da antropizacao, dentre os quais se encontram diferentes
tipos de substancias que podem afetar a via esteroidogénica, atuando como EDCs,
alterando a fisiologia reprodutiva de peixes. O objetivo do presente estudo foi utilizar
diferentes biomarcadores para avaliar a fisiologia endocrina em machos de duas espécies
de teledsteos, Astyanax fasciatus e Hoplias malabaricus, que apresentam diferentes
estratégias reprodutivas, em reservatorios impactados da RMSP, em diferentes estacfes
do ano. Estas espécies foram amostradas em trés reservatérios da RMSP (Billings, Bil;
Guarapiranga, Gua e Ponte Nova, PN) no inverno (2017) e no verdo (2017 e 2018), e as
seguintes andlises foram realizadas: nutrientes na agua, indices bioldgicos, como indice
hepatossomatico (IHS) e indice gonadossomatico (IGS), histomorfologia gonadal e
biomarcadores fisioldgicos, como niveis plasmaticos de testosterona (T), 11-
cetotestosterona (11-KT) e estradiol (E2), bem como a expressdo génica da vitelogenina
hepatica (vtg-A) e da subunidade B do hormonio foliculo estimulante (fsh8). A expressédo
génica da vtg-A € um biomarcador de exposi¢do a contaminantes estrogénicos, motivo
pelo qual foram utilizados animais do sexo masculino, e as demais varidveis foram
consideradas como biomarcadores de efeito bioldgico. Os reservatorios foram
classificados em um gradiente de eutrofizacdo partindo de mesotrofico (PN), eutréfico,
supereutréfico e hipereutréfico (Bil e Gua). No reservatorio de PN, considerado como
referéncia, os biomarcadores analisados nédo diferiram entre as duas esta¢Ges do ano. O
padrdo de alteracdo foi homogéneo nos biomarcadores de efeitos biolégicos para ambas
as espécies, no entanto, para o biomarcador de exposicao (vtg-A) os resultados foram mais
pronunciados em H. malabaricus, e no verdo houve maior alteracdo dos androgenos.
Sugere-se que os EDCs influenciaram na expresséo génica de fsh8, principalmente no
verdo, e nos ambientes mais eutrofizados, aumentando a sintese de andrégenos nos
machos de ambas as espécies, esteroides que também foram mais elevados no verao em
alguns pontos da Bil e da Gua. De forma geral, as condi¢cdes da agua da Bil e Gua,

impactadas pelas acfes antropicas interferiram com os biomarcadores de efeito bioldgico,
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como E», e também alteraram o biomarcador de exposi¢do, vtg-A, sendo os animais da
Bil mais afetados.

Palavras-chave: Biologia reprodutiva, Biomarcadores, Desreguladores enddcrinos,
Impacto antrépico, Reservatorios.
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General abstract

The reservoirs are permanently subjected to numerous environmental pressures,
intensification of anthropic activities and biological changes that occur due to the
presence of pollutants, which can act as endocrine disruptors (EDCs), altering the
reproductive physiology of fish. In the reservoirs of the Metropolitan Region of S&o Paulo
(RMSP) eutrophication processes have been reported and the presence of pollutants,
anthropogenic products, among which are different types of substances that can affect the
steroidogenic route, acting as endocrine disrupters (EDCs), altering the reproductive
physiology of fish. The objective of the present study was to use different biomarkers to
evaluate endocrine physiology in males of two species of teleosts, Astyanax fasciatus and
Hoplias malabaricus, which present different reproductive strategies, in different seasons
of the year, in impacted reservoirs of RMSP. These species were sampled in three
reservoirs of the RMSP (Billings, Bil, Guarapiranga, Gua and Ponte Nova, PN) in winter
(2017) and summer (2017 and 2018), and the following analyses were carried out:
nutrients in water, biological indexes, as hepatosomatic index (HSI) and gonadosomatic
index (GSI), gonadal histomorphology and physiological biomarkers, such as
testosterone (T), 11-ketotestosterone (11-KT) and estradiol (E2) plasma levels, as well as
the gene expression of hepatic vitellogenin (vtgA) and the B subunit of follicle stimulating
hormone (fshg). The gene expression of vtgA is a biomarker of exposure to estrogenic
contaminants, the reason why we anlayzed males, and the other variables were considered
biomarkers of biological effects. The reservoirs were classified in a eutrophication
gradient, as mesotrophic (PN), eutrophic, supereutrophic and hypereutrophic (Bil and
Gua). In the PN reservoir, considered as a reference, the biomarkers analyzed did not
differ between the two seasons. However, for the biomarker of exposure (vtgA) the results
were more pronounced in H. malabaricus, and in the summer there was a greater
alteration of androgen levels. It is suggested that EDCs influenced the gene expression of
fshp, mainly in the summer and in most eutrophic environments, increasing the androgen
synthesis in males of both species, steroids that were also higher in summer in some points
of Bil and Gua. In general, water conditions in Bil and Gua, impacted by anthropogenic
actions, interfered with biomarkers of biological effects, as E,, but also altered the

exposure biomarker, vtgA, and animals from Bil were the most affected.

Key words: Reproductive biology, biomarkers, endocrine disruptors, anthropic impact,

reservoirs.
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Introducéo

1. Introducéo geral

1.1. Efeitos da polui¢do no ambiente aquético

O aumento das atividades antrdpicas no ambiente natural esta levando a um intenso
processo de degradacdo e contaminacgdo dos corpos hidricos (Cropper e Griffiths, 2016).
Como consequéncia, houve um aumento exponencial da disponibilidade de agentes
quimicos, tais como metais, hidrocarbonetos, pesticidas, além de contaminantes
emergentes, que sdo substancias quimicas naturais que ndo sdo comumente monitoradas
no ambiente, mas que tém o potencial de entrar no ambiente e causar efeitos adversos
ecologicos e (ou) humanos, conhecidos ou suspeitos (Geissen et al., 2015) (ndo possuem
regulamentacdo para monitoramento), entre outros, que sdo potencialmente tdxicos aos
diferentes niveis de organizacgdo bioldgica (Shahidul-Islam e Tanaka, 2004; Murray et al.,
2010; Corcoll et al., 2014; Sauvé e Desrosiers, 2014). Esses poluentes sdo liberados para
0 ambiente aquético por meio de diversas fontes, como por exemplo, tratamento de aguas
residuais, escoamento terrestre (atividades industriais, produtos farmacéuticos e lixo
domeéstico) e lixiviacdo. Estes poluentes estdo contribuindo para a reducdo da qualidade
dos diversos ambientes, bem como comprometendo a satide dos seres vivos que habitam
esses locais (Cajaraville et al., 2000). A exposicdo constante da biota aquéatica a essas
substancias toxicas, potenciais desencadeadores de multiplas alteragdes, pode
desequilibrar a dindmica das populac¢des, comunidades e até mesmo do ecossistema como
um todo, dependendo do grau de contaminacdo e tempo de exposicao (Jesus e Carvalho,
2008).

A énfase nos ecossistemas aquaticos deve-se principalmente ao fato de que muitos
dos produtos quimicos que afetam a reproducédo séo lipossoluveis e bioacumulaveis na
cadeia alimentar aquatica (Colborn e Clement, 1992; Colborn et al., 1993), e podem ter
efeitos sobre o crescimento e reproducdo dos individuos, em cascata, levando a mudangas
nos niveis mais elevados de organizacdo biologica, populacdes e comunidades (Kidd et
al., 2007) com grande relevancia bioldgica e toxicologica (Van Der Oost, 1998). Os
organismos com niveis tréficos superiores geralmente tém frequéncia reprodutiva menor,
sendo mais susceptiveis aos efeitos de poluentes que agem como desreguladores

enddcrinos, devido a que se encontram no topo da cadeia e apresentam concentracdes
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mais altas dessas substancias que os organismos do inicio da cadeia alimentar (Bila e
Dezotti, 2007). Além disso, 0 sedimento em suspensdo se comporta como um vetor de
transporte e ponto de entrada para a cadeia alimentar, sendo transportado na cadeia
alimentar através dos invertebrados, que posteriormente serdo consumidos por peixes ou
aves. (Owens et al., 1994). Portanto, esse processo cria potenciais rotas ou caminhos para
a exposicao nos organismos terrestres e aquaticos, podendo inclusive afetar os seres
humanos, que sdo expostos a estes produtos quimicos, quando peixes e invertebrados

aquaticos sdo consumidos (Ismail et al., 2017).

1.2. Efeito dos desreguladores enddcrinos no ambiente aquético

Os compostos introduzidos nos ecossistemas aquaticos podem alterar o sistema
enddcrino, sendo chamados de desreguladores endécrinos (EDC, do inglés, Endocrine
Disrupting Compounds), e atingem 0s animais, por exemplo, por meio da alimentacéo, e
eventualmente sofrem bioacumulacdo, absorcdo de substancias do ambiente ou uma
acumulacao ao longo do tempo ou a retencdo da substancia (Meador, 2006). ou até uma
biomagnificagdo, definido como a transferéncia de substncias xenobioticas dos
alimentos, que podem ser também um organismo ou parte dele, a um organismo em que
concentracfes mais elevadas em comparacdo com a concentracdo da fonte (Zenker et at.,
2014); podendo chegar aos seres humanos por meio da ingestdo de alimentos, consumo

de agua e contato dérmico (Rice et al., 2003).

Nos ultimos anos os EDCs tém atraido a atencdo pelo fato de possuirem dentre
outas coisas, propriedades esteroidogénicas e carcinogénicas (Baird, 2002); podendo
atuar atraves de maltiplos modos de acdo, como agonistas e antagonistas, ou ainda com
efeitos aditivos, antagdnicos e/ou sinérgicos. Devido ao crescente aumento das estacdes
de tratamento de &guas residuais e efluentes contendo EDCs, o problema se tornou
emergente devido aos possiveis efeitos indesejaveis destes compostos nos ecossistemas e
nos organismos, mesmo em baixas concentracdes (Barreiros et al., 2016; Magos e Di
Carro de 2016). Dentre os EDCs destacam-se 0s compostos estrogénicos, que podem ser
os hormonios naturais ou sintéticos presentes no ambiente aquatico, provindos dos
descartes originados de seres humanos e do gado. Estrona (E1) el7B-estradiol (E2) séo
naturalmente produzidos nas gonadas, enquanto 17a-ethynyl estradiol (EE2) (derivado de

E2) é um hormdnio sintético utilizado em contraceptivos femininos (Rodgers Gray et al.,
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2001; Matozzo et al., 2008; Hibberd et al., 2009; Aris et al., 2014). Ying et al. (2002)

sugeriram gue 0s excretas dos seres humanos consistem na principal fonte de

residuos de estrogenos na agua. Além disso, Matozzo et al. (2008) relataram que a
presenca de hormonios provindos da agricultura tem visivelmente aumentado. No
entanto, no ambiente, 0s seres humanos e o0s animais selvagens sdo expostos a diversas
misturas de compostos androgénicos, estrogénicos, antiandrogénicos e antiestrogénicos
(Bush et al., 1990). Efeitos de antiestrogénicos foram relatados na tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), onde 100% da populagdo masculina teve supressdo da aromatase
do citocromo P450, que converte os androgenos em estrégenos e é expressa em Varios
tecidos (cérebro, figado e gbnadas), com dieta tratada com o farmaco fadrozole (FAD)
utilizado no cancer de mama (Afonso 2001; Kwon et al., 2000). Efeitos androgénicos,
como presenca ovotestis foram descritos em fémeas de Gambusia affinis affinis em
decorréncia da 17 beta-trembolona, um esteroide anabolizante, com propriedades
androgénicas, que aumentou também o crescimento muscular (Sone et al., 2005), reducéo
na sintese de vitelogenina (Vtg) em Pimephales promelas (Miracle et al., 2006; Dorts et
al., 2009). Efeitos antiandrogénicos de produtos quimicos como o farmaco (flutamida), o
inseticida (fenitrotiona), o herbicida (linuron) e o fungicida (vinclozolina), foram capazes
de inibir significativamente o efeito estimulador da dihidrotestosterona (DHT) em fémeas
de Gasterosteus aculeatus (Jolly et al., 2009). A Figura 1 mostra exemplos de algumas

fontes dos EDCs nos ecossistemas.
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Férmula

clorados.

DEs Molecular Composto Referéncias
Estrona (E1) Ci18H2202 | Acetona, dioxano, e placenta humana. (HSDB, 2016)
. Secreto do fldor folicular ovariano, tecido . ]
17p —(eégadlol CisH240, | placentario, isolado do ser humano e da gravidez (BarﬁlsrgsBetzzagi,6§016,
da maré. Sintese do cromossololergergosterol. '
(Aris et al., 2014;
17a-etinil CorHoiO Hormonio esteroide sintético usado em pilulas | Barreiros et al., 2016;
estradiol (EE2) 2011242 anticoncepcionais. Scognamiglio et al.,
2016)
Testosterona Ci9H2802 | Isolado da extracdo de testiculos. (HSDB, 2016)
Progesterona CatHsOs jlntetlzada nos ovarios isolada de corpus liteo (HSDB, 2016)
e porcas gravidas.
- . s (Feng et al., 2015;
BisfenolA (BPA) | CisHisO» P('f}fégr'gg’r‘gz s Somo plasticos  de | 5 jivo et al., 2016:
P pOXI. Wang et al., 2016)
Tensoativos  ndo  ibnicos,  detergentes . .
. industriais, dispersantes de emulsificantes, (M'“S_e Chichester,
4-octilfenol - 2005; Zhao et al.,
(40P) C14H2,0 agentes ~solublllzastes, prodL_Jtos de 2009; Gong et al
biodegradacdo de detergentes de poli cloreto de ’2011) B
alquileno. '
_ Produzido atra\{es de alquilacdo catallsad_a por (Mills e Chichester,
4-nonilfenol metal com trimero de fenol e propileno, .
(4NP) CisH20 produtos de biodegradacdo de detergentes de 2005, Zhao et al.,
. ; 2009; HSDB, 2016)
poli cloreto de alquileno.
Antibi6ticos encontrados principalmente no| (Daouk et al., 2016;
Sulfametoxazol | C1oH1uNsOsS | |1 0i aquético. K'oreje et al., 2016)
Primidona CioH1uN2O5 Farmgceut_lcos encontrados em meio aquético (Heberer, 2002)
gue sdo criados por seres humanos.
Dexametasona | CzHx9FOs | Corticosteroide suprarrenal sintético. (HSDB, 2016)
Subproduto que resultou da queima ou
Dioxina C12HiCiO; |incineragdo de produtos industrializados (HSDB, 2016)

Figura 1 — Fontes de alguns compostos desreguladores endocrinos no ecossistema aquatico. Fonte:
(Ismail et al., 2017).

Os hormonios esteroides agem nos diferentes 6rgaos-alvo, dentre os principais as

proprias gonadas (acdo parécrina), a tireoide, o figado, os rins, o cérebro e o sistema

imunoldgico. Estes sdo, por tanto 6rgdos que apresentam receptores para estes hormonios,

tornando-se alvos potenciais para os EDCs, que causam uma variedade de efeitos

adversos tanto em seres humanos como em animais selvagens (Bila e Dezotti, 2007).
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Estes efeitos podem ser alteracBes estrogénicas que possam gerar efeitos no

comportamento reprodutivo; anomalias no sistema reprodutivo por exposicdo a EE2,

presente em aguas residuais domésticas (Franke et al., 2016); alteracbes no

desenvolvimento; sintese de vitelogenina (VTG-A), uma lipoproteina com fungdo na

vitelogénese ovariana cuja sintese pode ser induzida por contaminantes com acao

estrogénica podendo levar a feminilizagdo dos machos (com presenca de od6citos

testiculares) (Papoulias et al., 2003). De uma forma geral, os EDCs podem ser absorvidos,

acumulados e biomagnificados na &4gua, sedimentos e biota (Figura 2).
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Figura 2 — Vias de exposicdo e efeitos dos desreguladores enddcrinos nos organismos. Fonte:

Modificado de Ismail et al., (2017).
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1.3. Importéancia ecotoxicoldgica dos biomarcadores

A ecotoxicologia é uma ciéncia que tem por objetivo estudar as modalidades de
contaminacdo do ambiente pelos poluentes naturais ou sintéticos, produzidos por
atividades humanas, entender seus mecanismos de acéo e efeitos sobre o conjunto de seres
vivos (Ramade, 1977). O principal propdsito da ecotoxicologia é a avaliagdo de risco
ecologico, a protecdo das comunidades e dos ecossistemas contra os efeitos nocivos

causados pelos contaminantes quimicos (Amiard-Triquet et al., 2013).

Os biomarcadores consistem em importantes ferramentas nos estudos
ecotoxicoldgicos, pois sdo definidos como mudancas bioquimicas, teciduais,
morfoldgicas, dentre outras, que indiquem altera¢des fisioldgicas em um organismo (Smit
et al., 2009). Os biomarcadores sdo utilizados em um sentido amplo para medidas que
reflitam uma interagdo entre um sistema bioldgico e um perigo potencial, quimico, fisico
ou biolégico (WHO, 1993). Eles apresentam relacGes entre respostas em diferentes niveis
de organizacdo biologica, bem como a relevancia e escalas de tempo destas respostas
(Adams et al., 1989). E estas respostas, em cada nivel, ajudam a entender e interpretar a
relacdo entre exposicao e efeitos (De Zwart, 1995). O biomarcador de exposi¢do pode
mostrar uma resposta precoce e especifica a uma classe particular de contaminantes, por
exemplo, a inducdo sintese de vitelogenina (VTG-A) por estrogenos presentes no
ambiente (Broeg et al., 2005). Os biomarcadores de efeito sdo indicadores de alteracdes
fisioldgicas ou bioquimicas como consequéncia da exposicdo e sdo indices de medidas
diretas (por exemplo, dano ao DNA, inibicdo da AChE) ou medidas indiretas, como 0
impacto sub-celular nos lisossomos (Hook et al., 2014). Assim mesmo, um bioindicador
aplicado a avaliacdo da qualidade da agua, € definido como: "Espécies (ou agrupamento
de espécies) que tém necessidades particulares em relacdo a um ou a um conjunto de
variaveis fisicas ou quimicas, de modo que mudancas na presenca / auséncia, himero,
morfologia ou comportamento dessa espécie em particular indicam que as variaveis
fisicas ou quimicas, estdo proximas de seus limites de tolerancia"(Rosemberg e Resh,
1993). Ou seja, um bioindicador € aquele cujas respostas bioldgicas sdo observadas em
face a um disturbio ecolégico e sdo referidas como organismos ou sistemas biolégicos

que servem para avaliar variagfes na qualidade ambiental (Gamboa et al., 2008).

Os estudos ecotoxicologicos utilizam biomarcadores para avaliar o efeito dos
poluentes por meio de alteracGes fisiologicas, genotoxicas ou morfoldgicas (Kellar et al.,

2014; Colin et al., 2016). Entre os principais biomarcadores utilizados nos estudos com
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peixes, estdo aqueles de respostas ao estresse, respostas enzimaticas ao estresse oxidativo,
a desregulacdo endocrina, efeitos genotoxicos, alteragfes histopatoldgicas, dentre outros
(Colin et al., 2016), sendo um dos principais desafios na area da ecotoxicologia, a escolha
dos biomarcadores e definir a importancia de suas respostas em relacdo aos efeitos
ecologicos dos poluentes (Suter, 1990). Portanto, é importante o uso de diversos
biomarcadores para uma abordagem integrada, tanto para a classificacdo da qualidade
ambiental quanto para a identificacdo de potenciais riscos ambientais (Van der Oost,
1998). Os biomarcadores sao também relevantes para avaliar efeitos de contaminantes
especificos, por exemplo, a presenca de compostos esteroidogénicos como potenciais
desreguladores enddcrinos (Hook et al.,, 2014). Para reforcar a utilidade dos
biomarcadores € preciso estabelecer uma base de dados historicos (considerando a
variabilidade natural) para ajudar a diferenciar entre as respostas estatisticamente
detectaveis contra respostas biologicamente significativas (Hutchinson et al., 2006).

1.4. Processo reprodutivo dos peixes

A reproducdo é um processo essencial para a perpetuacdo das espécies (Bentley,
1998). Assim como nos demais vertebrados, a reproducdo nos peixes teledsteos é
internamente regulada por um sistema hierarquizado e orquestrado por diferentes 6rgaos,
tipos celulares, hormonios e seus receptores, 0s quais em conjunto formam o eixo
hipotalamo-hipofise-gonadas (HPG) (Yaron e Levavi-Sivan, 2011). Nos peixes, assim
como nos demais vertebrados, os estimulos ambientais como fotoperiodo, temperatura e
aumento da pluviosidade, em conjunto com sinais sociais, sdo percebidos e convertidos
em sinais eletroquimicos, que sdo transmitidos por neurdnios sensoriais até o hipotalamo
e estimulam a sintese e liberacdo do hormonio liberador de gonadotropinas (GnRH)
(Zohar et al., 2010). A partir dai é iniciado o controle neuroendécrino do ciclo

reprodutivo, que envolve o eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas (Yaron e Sivan, 2006).

O GnRH, um decapeptideo com varios residuos de aminoacidos conservados entre
os vertebrados. Além da sua funcdo hipofisiotropica, 0 GnRH também atua como
neuromodulador e regulador do comportamento sexual (Zohar et al., 2010). Também, é
um marcador de estudos evolutivos, pois, embora exista um total de 30 variantes de
GnRH identificados em invertebrados e vertebrados, estas formas apresentam um certo
grau de conservacdo em sua estrutura génica, proteica e funcdes bioldgicas (Gomes et al.,

2013). Os padrdes de sintese e secre¢do de GnRH variam durante o ciclo de vida dos

25



peixes, e sua regulacdo esta intimamente associada com o ciclo reprodutivo (Zohar et al.,
2010). Embora o GnRH seja o principal neuropeptidio regulador da sintese e liberacao de
gonadotropinas, outros neurohorménios e neurotransmissores como o 4acido -
aminobutririco (GABA), neuropeptidio Y (NPY), hormdnio inibidor de gonadotropinas
(GnlH), dopamina, e o peptideo ativador da adenilatociclase (PACAP) também podem

modular estas funcdes in vivo ou in vitro (Zohar et al., 2010).

O papel funcional de cada gonadotropina durante o ciclo reprodutivo e durante a
diferenciacdo gonadal dos teledsteos ainda ndo foi completamente elucidado (Shimizu et
al., 2003). Em relagéo ao ciclo reprodutivo, a maioria dos dados disponiveis é de espécies
de salmonideos (levavi-sivan et al., 2009). Nestes, 0 FSH atua no inicio dos eventos
reprodutivos, como na vitelogénese e espermatogénese, enquanto o LH atua na maturacao
final dos odcitos e ovulacdo nas fémeas, além da espermiagdo nos machos (Swanson et
al., 2003). As gonadotropinas, constituem uma familia de horménios adeno-hipofisarios
glicoprotéicos (Swanson et al., 2003). Como nos mamiferos, sdo formados por duas
subunidades distintas, uma alfa e uma beta, ligadas ndo covalentemente entre si
(Kawauchi e Sower, 2006). A subunidade alfa apresenta a mesma sequéncia de
aminoacidos nos dos hormonios. Por outro lado, a subunidade beta (FSHb/LHb) é
estruturalmente diferente, sendo responsavel pelas funcdes bioldgicas especificas de cada

hormonio.

Os niveis plasmaticos dos esteroides sexuais sofrem importantes variagcdes durante
o ciclo reprodutivo nos machos e fémeas (Lubzens et al., 2010, Schulz et al., 2010),
indicando ao encéfalo e hipdfise o status reprodutivo do animal, de forma a modular a
sintese de GNRH e gonadotropinas por meio de um intrincado sistema de retroalimentacéo
positiva e negativa, além de controlarem o comportamento e o periodo reprodutivo (Zohar
et al., 2010). As vias metabolicas relacionadas a esteroidogénese gonadal nos peixes sao
similares as de outros vertebrados, com poucas diferencas. O processo se inicia com o
transporte de colesterol para a membrana mitocondrial interna, pela atividade da proteina
esteroidogénica regulatoria aguda (Star), a qual é influenciada pela estimulacdo das
gonadotropinas. Entdo, o colesterol é convertido em pregnenolona pela enzima P450scc,
uma etapa limitante da biossintese de esteroides. A seguir, ocorrem varias reacfes
catalisadas pelas enzimas P450c17 e 3B-hydroxiesteroide desidrogenase (33-HSD), que
resultardo nos substratos necessarios para sintese dos produtos finais (Yaron e Levavi-
Sivan, 2013).
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Nas fémeas, o FSH estimula a conversdo do colesterol em testosterona (T) nas
células da teca, a qual é aromatizada pela enzima aromatase (P450arom) e convertida em
17B-estradiol (E2) na camada granulosa do foliculo ovariano. O E2 é o principal esteroide
produzido na fase de maturacdo gonadal nas fémeas e estd associado com a proliferacéo
das oogdnias, bem como estimula a producéo de vitelogenina pelo figado. A vitelogenina
é transportada pela corrente sanguinea e captada pelos odcitos, mediante acdo do FSH
(Lubzens et al., 2010). O crescimento do odcito se da pela incorporacdo de vitelo, o
principal substrato metabdlico para o desenvolvimento inicial dos peixes. O inicio da
vitelogénese é caracterizada pelo aumento nos niveis plasmaticos de FSH, E2 e na
expressdo de FSHr (Lubzens et al., 2010). O aumento nos niveis plasmaticos de 17 p-
estradiol inibe a sintese de FSH através de uma al¢a de feedback negativo e juntamente
com acgdo do GnRH estimulam a secre¢do adeno-hipofisaria do hormoénio luteinizante
(LH) nas fases finais da maturagdo gonadal, o qual estimula a sintese de 17a-
hidroxiprogesterona nas células tecais. Esta é convertida pela enzima 20B3-HSD presente
nas células da granulosa em 17a-20B-dihidroxi-4-pregnen-3-one (DHP). O DHP é o
esteroide indutor da maturacdo final (MIS) na maioria dos teledsteos (Yaron e Levavi-
Sivan, 2011), mas também promove a entrada das oogdnias em meiose durante as fases

iniciais do desenvolvimento ovariano (Lubzens et al., 2010).

A VTG é produzida pelo intestino de nematodas, corpos gordurosos nos insetos e
pelo figado nos peixes e demais vertebrados (Lim et al., 2001). Esta molécula é a principal
precursora das proteinas do vitelo em vertebrados e invertebrados (Finn, 2007), possuindo
um papel essencial para o sucesso do desenvolvimento embrionario e do crescimento
larval. No plasma dos teledsteos, a VTG é transportada e especificamente incorporada ao
odcito por endocitose, mediada pelo receptor de vitelogenina (VTG-R) situado na
membrana plasmatica. J& nos odcitos, a molécula é clivada em proteinas de vitelo, sendo
que na maioria dos vertebrados estas proteinas sdo a lipovitelina (Lv) e a fosvitina (Pv)
(Davis et al., 2007). Foram identificados trés tipos de vitelogenina nos animais: VTG A,
VTG BeVTGC. AsVTG Ae VTG B séo seletivamente clivadas em produtos de vitelo,
tendo um papel na hidratacdo do odcito e do embrido, além da nutricdo larval, masa VTG
C ainda ndo tem sua fungdo esclarecida (Davis et al., 2007). Diversos trabalhos
reconhecem a inducdo da sintese de VTG em machos expostos a diferentes

xenoestrogenos, demonstrando que esta molécula € um bom biomarcador e seus
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resultados estdo frequentemente associados com 0s processos reprodutivos (Caldwell et
al., 2012).

Nos peixes machos, o FSH é responsavel, via células de Sertoli, pela proliferacéo
espermatogonial que representa a primeira fase da espermatogénese. Ao mesmo tempo,
o FSH ativa receptores presentes nas células de Leydig (principal célula esteroidogénica
do testiculo) estimulando a sintese e secrecdao de androgenos (Ohta et al., 2008; Garcia-
Lopes et al., 2009). Nessa fase inicial, a testosterona é o principal andrégeno produzido
nos testiculos dos peixes, e possivelmente auxilia no apoio a fase proliferativa, porém
indiretamente, prevenindo a apoptose das células germinativas durante as primeiras
divisdes celulares (via receptores nas préprias células de Sertoli; Almeida et al., 2009).
Essa atividade esteroidogénica do FSH é uma particularidade dos peixes e se pronuncia
com o avangar da meiose. Proximo a maturacgéo final, com a espermiogénese e liberagdo
dos espermatozoides no limen dos tabulos seminiferos, outro andrdgeno, ainda mais
potente em ativacdo de receptores, apresenta-se em altos picos plasmaticos, a 11-
cetotestosterona. Também nos machos a progesterona desempenha fung¢bes durante a
maturacdo final, estimulando a meiose, espermiogénese e hidratacdo dos
espermatozoides. Nessa fase de liberacdo de sémen e acasalamento, o LH é a principal
gonadotropina circulante e apresenta um feedback positivo com a testosterona e a 11-
cetotestosterona. Apds desova e encerramento das atividades reprodutivas, tanto o FSH
quanto o LH e os esteroides sexuais retornam aos seus niveis basais que, em muitas
espécies de peixes, significam valores quase nulos ou indetectaveis (Schulz et al., 2010).
Embora encontrado em baixas concentracdes plasmaticas, o E2 também €é importante no
processo de espermatogénese. Sob estimulacao das gonadotropinas, especialmente o Fsh,
0 E2 é secretado pelas células de Leydig e, ao ligar-se aos seus receptores presentes nas
células de Sertoli, estimula a secre¢do do fator de renovacgéo das espermatogbnias tronco,
0 qual efetivamente estimulard a proliferacdo espermatogonial por mitose (Yaron e
Levavi-Sivan, 2011).

A presenca de desreguladores enddcrinos € considerada um dos principais agentes
estressores presentes em um ambiente aquatico impactado, podendo resultar em diversas
alterac@es nas respostas fisioldgicas e bioquimicas dos peixes (Tolussi et al., 2016). Estas
respostas incluem alteracdes na concentracdo de qualquer uns horménios mencionados

acima, que estdo envolvidos na reproducao.
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1.5. Contaminacdo aquatica nos reservatorios da Regido Metropolitana de S&o

Paulo

Além dos corpos de &gua naturais, as atividades antrépicas sdo evidentes também
quando modificagGes significativas sdo implantadas, na maioria das vezes, por interesses
econdmicos e/ou sociais, como é o caso dos represamentos. A natureza e a intensidade de
impactos decorrentes das modificacdes hidrologicas impostas pelos represamentos
dependem das peculiaridades da fauna local, tais como estratégias reprodutivas, padrdes
de migracgdo, especializacBes troficas e grau de pré-adaptacGes a ambientes lacustres,
além das caracteristicas do reservatorio (Agostinho et al., 2007). As mudancas na
qualidade da agua a jusante dos reservatorios podem afetar os peixes em trés caminhos
distintos: (i) por exceder os limites de tolerancia, (ii) por inibir processos bioldgicos como
reproducéo e alimentacao, e (iii) por alterar o balanco competitivo e as relagdes predador-
presa (Petts, 1986).

Neste contexto, os reservatorios Billings e Guarapiranga sdo 0s mais importantes
abastecimentos publicos de agua da RMSP, fornecendo agua para milhdes de pessoas
(Alves et al., 2010; Fontana et al., 2014). No entanto, atualmente, estes reservatorios se
encontram contaminados pelo escoamento de residuos provenientes de atividades
domésticas das populacdes que ocupam de maneira irregular o entorno dos reservatorios,
sendo um volume consideravel de efluentes provenientes das residéncias (esgoto
doméstico) e efluentes industriais (Alves et al., 2010). E provavel que tais compostos
sejam bioacumulados e disponibilizados para 0s organismos aquéticos, assim como na

agua e sedimento (Almeida e Weber, 2005).

Recentes estudos demonstraram alteraces hormonais em machos e fémeas de
Astyanax fasciatus amostrados no reservatorio Billings (Tolussi et al., 2018) e também
em fémeas de Hoplias malabaricus (Gomes et al., 2015) coletadas no mesmo local. Foi
observado também que o grau de eutrofizacdo da Billings vem acompanhado de
alteracdes na composicdo planctonica, o que leva a mudancas na cadeia tréfica deste
reservatorio, avaliadas utilizando-se como ferramenta a transferéncia de acidos graxos
nesta cadeia (Gomes et al., 2016). Devido a intensa acdo antropica em torno deste
reservatorio, existe uma grande quantidade de efluentes domésticos ndo tratados e de
natureza desconhecida que contribuem para descarga de varios tipos de poluentes. Nesse

contexto, 0 nosso grupo vem realizando estudos nos reservatorios Billings e
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Guarapiranga, considerando a importancia destes reservatérios para a populacdo na
RMSP.

Com base no exposto, o presente trabalho utilizou biomarcadores que demonstram
a presencga de EDC em diferentes pontos destes reservatdrios, para mais especificamente,
avaliar a presenca de agentes estrogénicos, como inicialmente sugerido por Tolussi et al.
(2018). As seguintes hipdteses foram testadas: 1) Machos adultos, com diferentes
estratégias reprodutivas apresentam respostas de desregulacdo enddcrina relacionadas ao
processo reprodutivo nos reservatorios poluidos e 2) As respostas de desregulacéo

enddcrina sdo mais evidentes no periodo reprodutivo da espécie.
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Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi utilizar diferentes biomarcadores para avaliar a
fisiologia enddcrina em machos de duas espécies de teledsteos, Astyanax fasciatus e
Hoplias malabaricus, que apresentam diferentes estratégias reprodutivas, nos
reservatorios impactados da Regido Metropolitana de Sdo Paulo (RMSP) e em diferentes

estacdes do ano.

A presente dissertacdo foi organizada em 3 capitulos, cada um com objetivos,
hipdteses e conclusbes especificas. O capitulo 1 foi organizado para uma melhor
compreensdo e caracterizacdo dos ambientes de estudo. Nos capitulos 2 e 3 sédo
apresentadas as analises dos biomarcadores nos diferentes reservatorios, respectivamente
em Astyanax fasciatus e Hoplias malabaricus. Estes capitulos foram apresentados
separadamente pois ndo é objetivo deste estudo comparar as espécies, mas sim considerar
se os efeitos da qualidade da agua diferem em espécies com diferentes estratégias

reprodutivas.
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3. Area de estudo

Foram estabelecidos os pontos de coleta e as espécies que poderiam ser utilizadas,
principalmente pela necessidade de utilizar as mesmas espécies em areas de diferentes
graus de impacto ambiental. Desta forma, uma coleta piloto foi realizada com sucesso,
viabilizando a conducdo do presente projeto na forma em que esta sendo proposto.
Mediante autorizacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de
Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (protocolo CEUA 294/2017), foram coletados
0s animais nas areas de estudo que compreendem trés importantes reservatorios da Bacia
Hidrografica do Rio Tieté na RMSP (Figura 3).
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Figura 3 — Mapa da Bacia Hidrogréafica do Rio Tieté, destacando os reservatorios de (A) Ponte Nova,

(B) Billings e (C) Guarapiranga. (Fonte: google.com).

Reservatério Ponte Nova

O reservatdrio de Ponte Nova (Figura 3A) esta situado no Rio Tieté, sendo seus
principais tributarios o Rio Tieté e o Rio Claro. Localiza-se entre 0s municipios de
Salesdpolis e Biritiba Mirim (23°33'S; 45°50'W), a uma altitude de 765 m, com uma area
de drenagem de 320 km?. Essa regido da bacia ainda retne areas de mananciais sob
protecdo ambiental contendo regides parcialmente preservadas (Marceniuk e Hilsdorf,
2010). Devido a estas caracteristicas, o reservatdrio foi escolhido como reservatorio

referéncia em relacdo ao grau de trofia com os demais reservatorios.
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Reservatério Billings

O reservatorio Billings (Figura 3B) esta localizado em uma regido que abrange 0s
municipios de S&o Paulo, Santo André, Sdo Bernardo do Campo, Diadema, Ribeirdo Pires
e Rio Grande da Serra (Mariani et al., 2006). E utilizado para a geragio de energia elétrica
e abastecimento publico de agua (EMAE, 2002), sendo considerado o segundo maior
reservatorio de agua da RMSP, com uma area de drenagem de 1560 km? e um espelho
d’agua de 106.6 km? O complexo Billings é caracterizado por uma intensa agdo
antropica, como langamentos de esgotos domésticos e efluentes industriais,
desmatamento, além da grande ocupacdo desordenada do solo (Alves et al., 2010). As
coletas foram realizadas nos Bracos Bororé e Braco Taquacetuba, sendo este ultimo

localizado na area menos poluida entre as duas escolhidas (Figura 4).

do Campo

INTERLAGOS BAETA NEVES

FERRAZOPOLIS

DEMARCHI

A 9 )

i

B> »

5 Jamil @ GO SlC

Cubatda
Dados do mapa ©2018 Google 2 KM kel

Figura 4 — Mapa do reservatdrio Billings, destacando os bracos de (A) Bororé e (B) Taquacetuba.

(Fonte: google.com)

Reservatério Guarapiranga

O reservatorio Guarapiranga, situado no sudeste da cidade de Sdo Paulo (Figura
3C), possui uma area de drenagem de 631 km?. Foi construido em 1906 para producao de
energia elétrica e atualmente é o segundo mais importante reservatdrio de abastecimento
publico de agua da RMSP, fornecendo agua para mais de 2 milhdes de pessoas (Fontana
et al., 2014). O reservatoério é constantemente impactado por desmatamento, erosao do
solo e por areas de ocupacao irregular que compreendem 16.9% da sua area (Whately e
Cunha, 2006). As fontes de poluicdo sdo principalmente devido a agricultura, areas
urbanas e industriais e efluentes domésticos e industriais ndo tratados (Pompéo et al.,

2013). Assim como no reservatorio Billings, dois pontos de amostragem foram
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selecionados com a finalidade de abranger dois diferentes graus de poluicao: préximo ao
tributario Embu-Guagu, regido considerada mais conservada e a area proxima a
Barragem, regido intensamente urbanizada por favelas, residéncias e late Clubes (Figura
5).
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Figura 5 — Mapa do reservatério Guarapiranga, destacando os bracos de (A) Embu-Guagu e (B)
Barragem. (Fonte: google.com)
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4. Espécies estudadas

As espécies de peixes utilizadas no presente projeto foram Astyanax fasciatus,
conhecida popularmente como lambari-do-rabo-vermelho e Hoplias malabaricus,
conhecida popularmente como traira. As duas espécies pertencem a ordem Characiformes
e foram escolhidas devido a sua grande ocorréncia, facil captura nos reservatorios da

Bacia do Rio Tieté e por apresentarem estratégias reprodutivas distintas.

Astyanax fasciatus possui grande importancia na cadeia alimentar devido ao seu
habito alimentar onivoro, com tendéncia insetivora e zooplanctivora, mas também ¢é
forrageira de espécies carnivoras (Vilella et al., 2002). A. fasciatus apresenta desovas
multiplas em um periodo reprodutivo definido (Gurgel, 2004), mas pode apresentar
taticas reprodutivas distintas (sincrénica em grupos ou assincrdnica) dependendo do
ambiente em que vive (Silva et al., 2010). Tolussi et al. (2018) encontraram 00citos
vitelogénicos nos ovarios de fémeas de A. fasciatus coletadas na Billings durante todas as

estacdes do ano.

H. malabaricus ¢ um predador solitdrio que permanece parado nas aguas
represadas, vegetacdo submersa e em outros locais onde pode esconder-se e perseguir
suas presas, pois é carnivoro (Castellanos, 2002). Sobrevive em condi¢fes de hipdxia
(Taphorn, 1992), desenvolvimento gonadal do tipo sincrénico em grupo, com multiplas
desovas, mas o periodo reprodutivo é limitado a primavera e verdo ((Marques et al., 2001;
Gomes et al., 2015).

Figura 6 — (A) A. fasciatus. Fonte: Galvis e Camargo (1997) e (B) H. malabaricus. Fuente: Sverlij
(2002). O comprimento (média + EPM) durante as coletas foi de 9,49 + 0,30 cm para A. fasciatus e

35,92 £ 0,74 cm para H. malabaricus.
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Capitulo 1

Caracterizacdo limnoldgica de trés reservatorios com diferentes graus de trofia

Resumo

O aumento das atividades humanas impactantes tem levado 0s ecossistemas
aquaticos a niveis cada vez mais altos de poluicdo, principalmente pelo aumento da
disponibilidade de nutrientes e da proliferacdo de organismos fitoplancténicos. O objetivo
deste estudo foi caracterizar o grau de trofia e a qualidade da agua de trés reservatorios
da Bacia Hidrografica do Rio Tieté Billings (Bil) e Guarapiranga (Gua), expostos a
diferentes pressfes antropicas na regido metropolitana de Sdo Paulo. Amostragens de
agua e sedimento nas estacdes de verdo e inverno foram realizadas em 2017 e 2018 para
analise das seguintes variaveis fisico — quimicas: temperatura, oxigénio dissolvido, pH,
nutrientes e clorofila-a. Poucas variaveis excederam os valores estabelecidos pela
resolugdo CONAMA n° 357 no reservatdrio de Ponte Nova, com excec¢do dos nutrientes
em algumas estac6es do ano, caracterizando o ambiente como mesotrofico e com agua de
boa qualidade. Em contraste, altas concentracGes de nutrientes foram detectadas nos
bracos Embu-guacu (Gua), classificado como eutréfico, Barragem (Gua), Taquacetuba e
Bororé (Bil) classificados como supereutréfico, devido ao intenso descarte de esgoto, e
com agua de péssima qualidade. A condicdo hipereutréfica foi presente durante meses
especificos (Barragem e Bororé, durante o verdo; Taquacetuba, nas duas estacGes de
2017), mostrando a diminuicdo ainda mais acentuada da qualidade da agua nesses
reservatorios poluidos. Este fato é relevante porque estes reservatorios sdo utilizados para
0 abastecimento publico, mas apresentam grande parte de suas areas ocupadas por
atividades antropicas e assentamentos irregulares e um intenso descarte de esgoto

doméstico e industrial.

Palavras-chave: eutrofizacdo, nutrientes, qualidade da &gua, reservatorio.
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Abstract

The increase in impacting human activities has led aquatic ecosystems to
increasingly high levels of pollution, mainly due to the increased availability of nutrients
and the proliferation of phytoplanktonic organisms. The objective of this study was to
characterize the trophic degree and the water quality of three reservoirs of the Tieté River
Baisin: Billings (Bil) and Guarapiranga (Gua), exposed to different anthropogenic
pressures in the metropolitan region of Sdo Paulo. Water and sediment samples in the
summer and winter seasons were carried out in 2017 and 2018 to analyze the following
physico - chemical variables: temperature, dissolved oxygen, pH, nutrients and
chlorophyll a. Few variables exceeded the values established by CONAMA Resolution
357 in the Ponte Nova reservoir, with the exception of nutrients in some seasons,
characterizing the environment as mesotrophic and with good quality water. In contrast,
high concentrations of nutrients were detected in the Embu-guacu (Gua), classified as
eutrophic, Barra (Gua), Taquacetuba and Bororeé (Bil) arms, classified as supereutrophic
due to the intense discharge of sewage and water of bad quality. The hypereutrophic
condition was present during specific months (Barragem and Bororé, during summer;
Taquacetuba, during both seasons of 2017), showing the even more pronounced decrease
of water quality in these polluted reservoirs. This fact is relevant because these reservoirs
are used for public supply, but they present great part of their areas occupied by anthropic
activities and irregular settlements and an intense discard of domestic and industrial

sewage.

Key-words: eutrophication, nutrients, reservoirs, water quality.
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1. Introducéo

Os principais rios, lagos e represas do planeta sdo importantes reservatérios de agua
doce, fundamentais para a sobrevivéncia de todos o0s organismos, incluindo o homem, e
a disponibilidade de agua doce € a principal preocupacdo acerca dos recursos naturais
(Tundisi, 2005; Wetzel, 2001). O aumento das atividades antrépicas no ambiente natural
estd levando a um intenso processo de degradagdo e contaminagdo dos corpos hidricos
(Cropper e Griffiths, 2016) e tém levado os ecossistemas aquaticos a niveis cada vez mais
altos de poluicdo, principalmente pelo aumento da disponibilidade de nitrogénio e fosforo
e da proliferacdo de organismos fitoplanctonicos, que acarretam intensos processos de
eutrofizacdo artificial (Straskraba e Tundisi, 2000; Tundisi e Matsumura- Tundisi, 2008;
Moschini-Carlos et al., 2010).

Nos reservatorios, esse processo de eutrofizacdo tem resultado em desequilibrios
ecologicos com efeitos negativos para a biota, além da intensa degradacdo da qualidade
da agua (Moschini-Carlos et al., 2010), tais como diminui¢cdo na concentragdo de
oxigénio dissolvido, aumento do fésforo no sedimento, aumento da biomassa de
fitoplancton, zooplancton, macrofitas e peixes, mudancas nas cadeias alimentares,
proliferacdo de bactérias patogénicas, aumento das floracGes de cianobacteérias,
mortalidade dos peixes, producdo de odores desagradaveis e consequente elevagdo dos
custos de tratamento de agua para o abastecimento (Carmo et al., 2002; Tundisi e
Matsumura-Tundisi, 2008).

Atualmente, os reservatorios localizados em diferentes regifes metropolitanas do
mundo estdo submetidos a inimeras pressdes antrépicas. A regido metropolitana de Sdo
Paulo (RMSP), por exemplo, é composta por 23 reservatorios de abastecimento de agua
que, além desta funcdo, sdo utilizados para recreacdo, pesca, producdo de eletricidade e
turismo. Esses sistemas estdo permanentemente pressionados por impactos como fontes
pontuais e difusas de descargas de nutrientes, residuos solidos e substancias toxicas,
degradacdo das margens e da zona litoral, desmatamento, sedimentacdo, poluicdo
atmosférica e extensas ocupagfes urbanas. Além disso, as constantes floracGes de
cianobactérias (como Microcystis aeruginosa) aumentam a toxicidade do sistema devido
a producdo de cianotoxinas (Tundisi e Matsumura-Tundisi, 2008). Todos esses fatores
levaram ao quadro de degradagdo dos mananciais disponiveis ao abastecimento dos mais

de 18 milhdes de habitantes da RMSP, incluindo o reservatério Billings que juntamente
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com o reservatorio Guarapiranga forma o segundo maior sistema de dgua da RMSP,
abastecendo 3,7 milhdes de pessoas (SABESP, 2014). Devido a intensa agdo antropica
em torno destes reservatorios, existe uma grande quantidade de efluentes domeésticos néo
tratados e de natureza desconhecida que contribuem para descarga de varios tipos de

poluentes.

Deste modo, informacdes sobre a caracterizacdo limnologica desses ambientes séo
imprescindiveis quando se busca estratégias para a conservacdo de reservatorios ou
propor medidas de recuperagéo relacionadas com a aplicagdo que se pretende dar a estes
ambientes (Rouf et al., 2008). O objetivo do presente estudo foi caracterizar a qualidade
da agua e calcular o encontrar o grau de trofia de dois reservatorios da Bacia do Tieté, de
grande importancia para o abastecimento de agua da RMSP, e que estdo sob acdo de
diferentes atividades antrépicas. Nossa hipOtese € que os reservatorios Billings e
Guarapiranga devido a localizagdo proxima aos grandes centros urbanos apresentam
qualidade de agua depreciada e consequentemente um alto grau de trofia, ao contrario do
reservatorio de Ponte Nova, localizado em uma area preservada da mesma bacia. E, além
disso, o grau de trofia varia nas estacdes, sendo mais elevado na seca (inverno) quando

comparado com a estacdo de chuvas (verao).

2. Materiais e Métodos

2.1. Amostragem de agua e sedimento

No momento da captura dos animais, a transparéncia da agua foi medida através do
disco de Secchi, para fins de calculo da zona fética (profundidade do disco de Secchi
multiplicada pelo fator 2.709) (Cole, 1979). A concentracdo de oxigénio dissolvido (mg
L1), o pH e a temperatura da agua (°C) foram também registrados in situ utilizando uma

sonda multiparametros portatil (YSI Professional Plus).

As amostras de agua foram coletadas em trés profundidades diferentes da zona
fética na coluna de agua (superficie, meio e fundo) com auxilio de uma garrafa de Van
Dorn com capacidade de 5 litros, e imediatamente despejadas em um recipiente para a
mistura das trés camadas. As amostras coletadas foram acondicionadas em trés diferentes
formas: 1) amostras de dgua acondicionadas em garrafas plasticas de 250 mL, mantidas
em gelo até o transporte ao laboratdrio para analises de nutrientes (apds acidificagdo com
250 pL de acido nitrico); 2) amostras de agua acondicionadas em garrafas plasticas
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protegidas da luz, fixadas com lugol acético e mantidas em temperatura ambiente para
identificacdo de organismos do fitoplancton; 3) amostras de agua filtradas com filtros
Whatman GF/C, acondicionadas em garrafas plasticas de 500 mL e mantidas em gelo até
o0 transporte ao laboratério para analises de nutrientes dissolvidos e clorofila-a. Por fim,
amostras de sedimento foram também coletadas com o auxilio de uma draga,

acondicionadas em potes plasticos e mantidas em gelo até o transporte ao laboratorio.

2.2. Andlise de nutrientes e clorofila-a na agua

As concentragBes dos nutrientes totais, dissolvidos, sélidos em suspensdo e
clorofila-a foram analisadas no laboratério de Limnologia do Departamento de Ecologia
do Instituto de Biociéncias da USP, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marcelo Pompéo,

seguindo os protocolos abaixo (Tabela 1):

Tabela 1 — Protocolos utilizados para analise de nutrientes totais, dissolvidos, s6lidos em suspenséo e

clorofila-a.
Variavel Limite de,detecgao Unidade Método Referéncia
do metodo
Nitrogénio total <5.0 Mg/l Espectrofotométrico (\Valderrama, 1981)
Fésforo total <10.0 Mg/l Espectrofotométrico (\Valderrama, 1981)
Nitrato dissolvido <5.0 Mg/l Espectrofotométrico (Mackereth et al., 1978)
Nitrito dissolvido <8.0 Mg/l Espectrofotométrico (Mackereth et al., 1978)
Amdnio dissolvido <4.2 Mg/l Espectrofotométrico (Koroleff, 1976)
Ortofosfato <10.0 Mg/l Espectrofotométrico  (Strickland e Parsons, 1965)
Clorofila-a -- Mg/l Espectrofotométrico (Wetzel e Likens, 1991)
Solidos totais -- mg/L Gravimétrico (Wetzel e Likens, 1991)

2.3. Indice de Estado Trofico

Para avaliar o grau de trofia, o Indice do Estado Trofico (IET) foi calculado
utilizando os dados de clorofila-a e fésforo total, de acordo com a equacédo de Lamparelli
(2004):

IET(Cla)= 10x{6 — [0,92 - 0,34 (2%2)]}

In2

IET (FT)= 10x {6 — |1,77 - 0,42 (7.7}

onde:

51



Cla: concentracdo de clorofila-a medida a superficie da &gua em ug/L;
FT: concentragédo de fosforo total medido a superficie da agua em ug/L;

Ln: logaritmo natural

Os limites foram definidos de acordo com a ponderacdo entre as duas formulas e

estdo apresentados na Tabela 2.

IET(PT)+ IET(Cla)
2

IET= [

Tabela 2 — Classificacdo do estado trofico (IET) em reservatorios segundo Lamparelli (2004).

Categoria Ponderacéo
Ultraoligotrofico IET <47
Oligotréfico 47 <IET <52
Mesotrofico 52 <IET <59
Eutréfico 59 <IET <63
Supereutréfico 63 <IET <67
Hipereutréfico IET > 67
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3. Resultados

3.1. Quantificacdo de parametros fisico-quimicos

Os reservatdrios apresentaram uma variacdo temporal da temperatura e oxigénio
dissolvido (OD), de modo que no verdo em ambos 0s anos, quando a temperatura da dgua
esteve alta, foram observados os menores valores de OD, principalmente nos pontos
Embu-Guacu do reservatdrio Guarapiranga e Bororé do reservatorio Billings. Em alguns
casos, os valores de OD estiveram abaixo, inclusive, do estabelecido pela resolugéo
CONAMA n° 357/2005. O pH apresentou pequenas variagdes ao longo do ano, se
mantendo na faixa da neutralidade em todos os ambientes com excecdo de Embu-Guagu
no verdo de 2017 (Tabela 3).

Tabela 3 — Variaveis fisico-quimicas da agua no centro dos reservatorios de Ponte Nova, nos pontos
Embu-Guacu (EG) e Barragem (Ba) do reservatério Guarapiranga e dos pontos Taquacetuba (Ta) e

Bororé (Bo) do reservatério Billings (verdo e inverno de 2017 e verdo de 2018).

Ponte Guarapiranga Billings

Coleta Variaveis CONAMA
Nova  EG Ba Ta Bo

Temperatura

Mar oC) NC 25 229 25 256 26,1
2857 oD (mg/L) >506 NO 65 62 75  42*
pH 6090 73 55 75 75 67
Jul-  Temperatura NC 176 162 167 185 182
Ago (°C)
de oD (mg/L) >5,0 85 65 71 88 68
2017 oH 6090 NO 77 77 14 12
Jan Tem?fé";‘t”ra NC 257 215 24 241 24
28':8 OD (mg/L) >5,0 72 39 54 9 4,9*
pH 6090 67 64 74 87 86

*Simbolos representam variaveis em desacordo com a Resolucio CONAMA n° 357/2005 para aguas
doces de classe 1. NC — Né&o consta na resolugdo CONAMA n° 357/2005. NO - Valores néo obtidos.

3.2. Quantificacéo de solidos totais, nutrientes e clorofila-a na agua

O reservatdrio de Ponte Nova apresentou, para a maioria dos nutrientes analisados,
valores abaixo do limite de deteccdo do método nos trés periodos amostrados,
consequentemente abaixo dos valores estabelecidos pela resolugdo CONAMA n°

357/2005. O ponto Barragem do reservatorio Guarapiranga e os pontos Taquacetuba e
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Bororé do reservatorio Billings apresentaram concentracdes elevadas de todos o0s

nutrientes analisados e também de clorofila-a, excedendo os limites estabelecidos pela
resolucdo CONAMA n° 357/2005 em todos os periodos de coleta (Tabela 4).

Tabela 4 — Concentracdo de s6lidos totais, nutrientes e clorofila-a da dgua do centro dos reservatérios

de Ponte Nova (PN), nos pontos Embu-Guacu (EG) e Barragem (Ba) do reservatorio Guarapiranga e

dos pontos Taquacetuba (Ta) e Bororé (Bo) do reservatério Billings (verdo e inverno de 2017 e verdo

de 2018).
Coleta Variaveis CONAMA Ponte Guarapiranga Billings
Valor Nova
méaximo EG Ba Ta Bo
Solidos dissolvidos totais NC
(mg/L) GoomgiL) o0 4 6.4 8 18
Nitrito (ug/L) 1,0 mg/L 0,7 51*  1135%  753*  124,6*
Mar Nitrato (ug/L) 10,0 mg/L - 83,7  623,2* 307,2* 431,0*
de Amonio (ug/L) NC - 132,8 69,4 144,2 -
2017 -
Fosforo Total (ug/L) O’Oé T()%/L -- -- 52,3* 71,4*  166,3*
Nitrogénio Total (ug/L) < 0,025 - 530,9* 429,6* 536,1* 579,2*
Cla (ug/L) 10 6,9 52,3* 42,4* 52,4*  143,5*
Sélidos dissolvidos totais NC 6.6 43 9.5 19 9.4
(mg/L)
Nitrito (ug/L) 1 14 3,1* 4,1* 5,3* 5,6*
ilélc-) Nitrato (ug/L) 10 23,8* 22,1* 36,0* 36,5* 94,6*
de Aménio (ug/L) NC -- -- -- 35 63,2
2017 Fosforo Total (ug/L) 0,02 - 225%  255%  252% 2272
Nitrogénio Total (ug/L) <0,025 160,7* 3055* 304,1* 462,6* 690,0*
Cla (ug/L) 10 5,33 5,3 17,4*  111,7*  46,5*
Sélidos dissolvidos totais
(mg/L) NC 5,6 5,6 4,8 7,2 9,2
Nitrito (ug/L) 1 1,9* 2,8* 7,4* 5,1* 5,7*
Jan de Nitrato (ug/L) 10 EA EA EA EA EA
2018 Amonio (ug/L) NC -- 36,5 -- -- --
Fésforo Total (ug/L) 0,02 -- -- 17,5* 13* 16,9*
Nitrogénio Total (ug/L) <0,025 282,6* 433,3* 236,9* 238,2* 303,9*
Cla (ug/L) 10 4,8 15* 37,4* 28,9* 53

*Simbolos representam varidveis que estdo em desacordo com a Resolugdo CONAMA n° 357/2005

para aguas doces de classe 1. -- Valores abaixo do limite de deteccdo do método. NC — Nao consta na
resolucdo CONAMA n° 357/2005. EA: em andlise; Cla: clorofila-a.
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3.3. Indice de estado trofico

O reservatorio de Ponte Nova apresentou baixa concentragdo de clorofila-a, que
associada as baixas concentracdes de fosforo total, permitiu classificar este reservatério
como mesotrofico (Tabela 5). As concentragdes de nitrito, nitrogénio total e clorofila-a
no ponto Embu-Guacu do reservatorio Guarapiranga, foram as que mais apresentaram
alteracdes em relacdo a resolucdo CONAMA n°357/2005 e, de acordo com o IET
apresentado nos trés periodos de amostragem, foram considerados, no geral, como locais
eutréficos (Tabela 5). Os valores de IET durante as duas estagdes classificam os pontos
Barragem (Guarapiranga), Taquacetuba e Bororé (do reservatorio Billings) como
supereutréficos (Tabela 5). Cabe mencionar que alguns pontos foram hipereutroficos
durante estacdes especificas (Barragem durante o verdo; Taquacetuba durante o verdo e

inverno; e Bororé no verao) (Tabela 5).

Tabela 5 — indice de Estado Tréfico (IET) dos reservatorios de Ponte Nova (PN), dos pontos Embu-
Guacu (EG) e Barragem (Ba) do reservatério Guarapiranga e dos pontos Taquacetuba (Ta) e Bororé

(Bo) do reservatorio Billings (verdo e inverno de 2017 e verdo de 2018).

o Guarapiranga Billings
Coleta Variaveis Ponte Nova
EG Ba Ta Bo
IET(FT) 53,6" 53,6" 66,3 68,2 733
IET(Cla) 60,3 70,2 69,2 70,2 75,2
Mar de -~
IET (média) 57,0 61,9 67,7 69,2 74,2
2017
Mesotréfico  Eutrofico  Hipereutréfico Hipereutrofico Hipereutrofico
IET(FT) 53,6" 61,2 61,9 61,9 61,1
IET(Cla) 59,0 59,0 64,8 739 69,6
A0 et medi 56,3 60,1 63,4 67,9 65,4
de 2017 (media) ’ : : , ,
Mesotrofico  Eutréfico  Supereutrofico Hipereutrofico Supereutrofico
IET(FT) 53,6 53,6" 59,6 57,8 59,4
Jand IET(Cla) 58,5 64,1 68,6 67,3 59,0
an de -
2018 IET (média) 56,1 58,9 64,1 62,6 59,2
Mesotrofico Mesotréfico  Supereutrofico Eutréfico Eutrdfico

*Simbolos representam valores de IET (FT) onde a variavel de fosforo total (ug/L) esteve abaixo do
limite de deteccdo do método (Tabela 4). Para o calculo do IET considerou-se um valor minimo de
6,5 ug/L de fésforo total (FT) que pertencem a metade do limite de deteccdo do método. IET: indice

de estado tréfico.

55



4. Discussao

Os reservatorios estudados apresentaram graus de trofia e qualidade da &gua
claramente diferenciada, devido principalmente as concentragdes de nutrientes, que foram
mais elevadas nos bracos Bororé e Taquacetuba do reservatorio Billings e, Barragem do
reservatorio Guarapiranga no verdo. Dessa forma, foi possivel estabelecer um gradiente
de eutrofizacdo partindo de um ponto mesotroéfico (reservatorio de Ponte Nova), eutréfico
(bragco Embu-Guacgu, reservatorio Guarapiranga), e pontos supereutrofico (bragos
Barragem: Reservatério Guarapiranga, Taquecetuba e Bororé: Reservatorio Bilings);
cabe mencionar que alguns pontos foram hipereutréficos durante estacdes especificas
(Barragem e Bororé, verdo; Taquacetuba, ambas estacdes de 2017) (Lamparelli, 2004)
quando apresentaram os valores de fosforo total, clorofila-a mais elevados. Segundo
Pompéo et al. (2015) a elevacdo da carga de nutrientes, principalmente N (Nitrogénio) e
P (Fosforo), acarreta no aumento do estado tréfico dos corpos de agua e como
consequéncia pode haver a diminuicdo da diversidade biologica, a mortandade dos
organismos e a maior floracdo de algas, em particular cianobactérias potencialmente
toxicas. O processo da eutrofizagdo ocorre pelo enriquecimento das &guas por nutrientes
e pela contribuicao de fatores fisicos como a transparéncia, temperatura e regime hidrico
do corpo d’agua, resultando no crescimento de seres fotossintetizantes, como as
comunidades fitoplanctonicas e as plantas flutuantes. Em niveis baixos, a eutrofizacdo
pode ser benéfica, pois aumenta a produtividade dos corpos hidricos. Em niveis
excessivos, pode causar interferéncias estéticas e recreacionais; variac@es acentuadas do
oxigénio dissolvido, provocando a mortandade dos animais, dentre estes 0s peixes;
sedimentacdo da matéria organica em decomposi¢do no fundo dos corpos de agua;
crescimento extensivo de macrofitas aquéticas (por exemplo, aguapes) que interferem nos
diferentes usos da dgua favorecendo o desenvolvimento de larvas de insetos e parasitas;
desenvolvimento de cianobactérias potencialmente toxicas a salde humana e animal e
que podem causar problemas de tratamento nas Estacfes de tratamento de agua ETAs
(CETESB, 2003), isto porque os tratamentos convencionais ndo removem as moléculas
de toxina liberadas pelas cianobactérias (Pompéo et al., 2015)

Poucas variaveis fisicas e quimicas excederam os valores estabelecidos pela
Resolucdo CONAMA n°357 (Brasil, 2005) no reservatério de Ponte Nova, com excecao

dos nutrientes, como nitrito, nitrato e nitrogénio total que apresentaram valores altos em
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alguns periodos de coleta. Segundo Toledo et al. (1981) e Monteiro-Junior (2006), a &gua
do reservatorio de Ponte Nova é rica em nutrientes e esse enriquecimento pode inclusive
desencadear proliferagdes excessivas de algas em algumas ocasides. Sant’Anna et al.
(2007) avaliaram algumas variaveis de qualidade da agua em 6 reservatorios da Bacia do
Rio Tieté entre 1997 e 2003, e observaram que apenas o reservatorio de Ponte Nova
apresentou baixas concentracdes de fosforo e nitrogénio total em comparacdo aos
reservatorios Billings, Guarapiranga, Taiagupeba, Pirapora e Jundiai, sendo Ponte Nova
considerado oligotréfico por estes autores. No presente trabalho, essas diferencas entre os
reservatorios foram também corroboradas. Em nosso estudo, Ponte Nova classificou-se
como mesotrofico, mas as caracteristicas da agua apresentaram baixas concentracdes de
solidos totais, nutrientes e clorofila-a na 4gua. E importante destacar que o reservatorio
apresenta condi¢Oes favoraveis e que esta regido da Bacia (Alto Tieté e Cabeceiras) reline
areas de mananciais sob protecdo ambiental com regiGes parcialmente preservadas
(Marceniuk e Hilsdorf, 2010). Estas caracteristicas levaram Ponte Nova a ser escolhido

como reservatorio referéncia.

De modo geral, o excessivo despejo de esgoto nos reservatérios Billings e
Guarapiranga tem resultado em aumento das concentragdes de fdésforo, compostos
nitrogenados e, consequentemente de clorofila-a na 4gua, ao longo de todo o ano, o que
favorece o crescimento das algas, permitindo um intenso processo de eutrofizacao
artificial (Carpenter, 2005; CETESB, 2015, SEADE, 2015). No presente trabalho, foram
encontrados altos valores de compostos nitrogenados, além de fosforo total, que
juntamente com os valores de clorofila-a confirmaram o intenso processo de eutrofizacdo
destes ambientes. Moschini-Carlos et al. (2010) avaliaram as condi¢des limnoldgicas do
braco Taquacetuba e encontraram que os valores de clorofila-a e fésforo total,
principalmente no inverno excederam muitos os limites permitidos pela Resolugéo
CONAMA n° 357 (Brasil, 2005), podendo ser categorizado como agua Classe IV. Valores
altos de oxigénio dissolvido observados neste reservatorio, devem-se ao bloom de algas,
principalmente cianobactérias, e indicam também o estado de eutrofizacdo do corpo de
agua, que pode ser favorecido pelas cargas poluidoras afluentes ao reservatorio, através
do bombeamento das aguas do Rio Pinheiros para controle das cheias (CETESB, 2012).
O mesmo ocorre com o reservatério Guarapiranga, que apresenta concentracoes altas de

clorofila-a e fésforo total sendo classificado como eutréfico desde 1960, embora nos
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Gltimos anos possa ser classificado como hipereutrofico (Beyruth, 2000; CETESB, 2014-
2017; Lopez-Doval et al., 2017).

Nos reservatdrios Billings e Guarapiranga os dados mostraram diferencas entre 0s
pontos amostrados, evidenciando uma compartimentalizacdo interna dos reservatorios.
No reservatorio Billings, o braco Taquacetuba se apresentou com caracteristicas piores
do que o Braco Bororé, principalmente em relacdo a concentracdo de nutrientes e IET,
sendo maior no Taquacetuba. A existéncia de diferentes compartimentos em ambos 0s
reservatorios ja foi anteriormente descrita (Moschini-Carlos et al.,2010; Oliveira, 2012;
Pompéo et al. 2013, Lépez-Doval et al., 2017; Cardoso-Silva et al., 2018;). Este padrédo
observado pode ser atribuido a presenca de pontos de poluicdo difusa e a entrada de

nutrientes nos reservatorios.

E importante também destacar que o ponto Embu-Guagu no reservatorio
Guarapiranga se apresentou menos impactado, com valores de nutrientes como o fésforo
total, sélidos dissolvidos totais e clorofila-a algumas vezes semelhantes, sobretudo no
verdo, no reservatorio de Ponte Nova, que esta localizado em uma area de baixa pressao
urbana na RMSP. O braco Embu-Guagu é influenciado por influxos do rio Embu-Guacu,
o principal tributdrio do reservatério Guarapiranga, portanto a hidrodindmica e 0s

processos bioldgicos refletiram caracteristicas l6ticas.

5. Conclusotes

De modo geral, de acordo com as analises fisico-quimicas e IET, poucas variaveis
excederam os valores estabelecidos pela resolugdo CONAMA n° 357 no reservatorio de
Ponte Nova, com exce¢do dos nutrientes em algumas estagdes do ano, caracterizando o
ambiente como mesotrofico e com agua de boa qualidade. A hipo6tese de que o0s
reservatorios Billings e Guarapiranga apresentam diminuicdo da qualidade da agua foi
corroborada, pois altas concentracdes de nutrientes foram detectadas nos bragos Embu-
guagu (Gua), classificado como eutréfico, Barragem (Gua), Taquacetuba e Bororé (Bil)
classificados como supereutréfico, devido ao intenso descarte de esgoto domestico e
industrial, e com agua de baixa qualidade. A condicao hipereutrofica foi presente durante
meses especificos (Barragem e Bororé, verdo 2017 e Taquacetuba, ambas estacBes de
2017), evidenciando o depreciar ainda mais acentuado da qualidade da &gua nesses
reservatorios poluidos, mas refutando nossa hipétese inicial de que no periodo de seca o

grau de trofia seria mais elevado nos reservatorios impactados.
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Capitulo 2

Uso integrado de biomarcadores no estudo da fisiologia reprodutiva de machos de

Astyanax fasciatus em reservatérios poluidos
Resumo

A fisiologia reprodutiva em peixes e demais organismos aquaticos podem ser
alterada pela presenca de poluentes na agua, que podem atuar como desreguladores
enddcrinos (EDC). O objetivo do presente estudo foi avaliar o impacto do grau de
eutrofizacdo da dgua do reservatorio Billings sobre a fisiologia reprodutiva de machos de
A. fasciatus, utilizando-se biomarcadores em diferentes niveis de organizacgéo biologica.
Machos adultos foram coletados em duas estacdes do ano (verdo e inverno) em dois
pontos distintos da mesma bacia hidrografica: o reservatorio de Ponte Nova (PN)
considerado ponto de referéncia por sofrer menor influéncia antropica e o reservatorio
Billings (Bil) nos pontos Bororé e Taquacetuba, sujeitos a um grande impacto
antropogénico. Indices bioldgicos, como indice hepatossomatico (IHS) e indice
gonadossomatico (IGS), histomorfologia gonadal e biomarcadores fisioldgicos, como
niveis plasmaticos de testosterona (T), 11-cetotestosterona (11-KT) e estradiol (Ez), bem
como expressdo génica hepatica de vitelogenina (VTG-A) e hormonio foliculo
estimulante (FSH), foram analisados. Os machos coletados nos reservatorios néao
apresentaram uma variacgao no IGS e no IHS durante as esta¢Oes coletadas. As condic¢des
encontradas na agua da Billings interferiram em biomarcadores de efeitos bioldgicos
(concentracdo plasmatica de T, 11-KT e Ez,) em A. fasciatus. J& na Ponte Nova
(referéncia), os biomarcadores analisados néo diferiram entre as duas esta¢des do ano, o
que pode ser considerada mais uma evidéncia de que estes animais mantém atividade
reprodutiva ao longo das duas esta¢Ges. O biomarcador de exposicdo (expressdo génica
de VTG-A) sustenta a hipOtese de que o elevado grau de eutrofizacdo na Billings
desencadeia respostas estrogénicas em machos de A. fasciatus e que estas respostas
diferem ao longo do ano. Os resultados permitem sugerir que 0s contaminantes presentes
na Billings interferem na atividade esteroidogénica em A. fasciatus, mas a plasticidade e
a estratégia reprodutiva da espécie permite a reproducdo em um ambiente com alto grau

de eutrofizacao.

Palavras-chave: Horménio foliculo-estimulante, esteroides gonadais, testiculos, impacto

antropogénico, vitelogenina.
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Abstract

Reproductive physiology in fish and other aquatic organisms can be altered by the
presence of pollutants in the water, which can act as endocrine disrupters (EDC). The
objective of the present study was to evaluate the impact of the water eutrophication
degree of Billings reservoir on the reproductive physiology of A. fasciatus males, using
biomarkers at different levels of biological organization. Adult males were collected in
two seasons (summer and winter) at two different points in the same basin: the Ponte
Nova reservoir (PN) considered a reference point due to lower anthropic influence and
the Billings reservoir (Bil) at Bororé and Taquacetuba points, subjected to a great
anthropogenic impact. Biological indexes, such as hepatosomatic index (HSI) and
gonadosomatic index (GSI), gonadal histomorphology and physiological biomarkers,
such as testosterone (T), 11-ketotestosterone (11-KT) and estradiol (Ez) plasma levels, as
well as hepatic gene expression of vitellogenin (VTG-A) and follicle stimulating hormone
(FSH) were analyzed. The males collected in the reservoirs did not present a variation in
GSI and HSI during seasons. The conditions found in Billings water interfered with the
biomarkers of biological effects (plasma levels of T, 11-KT and E») in A. fasciatus. At
Ponte Nova reservoir (reference), the biomarkers analyzed did not differ between the two
seasons of the year, which may be considered an evidence that these animals maintain
reproductive activity throughout the two seasons. The exposure biomarker (VTG-A gene
expression) supports the hypothesis that the high degree of eutrophication in Billings
triggers estrogenic responses in A. fasciatus males and that these responses differ
throughout the year. The results suggest that contaminants present in Billings interfere
with esteroidogenic activity in A. fasciatus, but the plasticity and reproductive plasticity
of this species allows reproduction in an environment with a high degree of

eutrophication.

Keywords: Follicle-stimulating hormone, gonadal steroids, testes, anthropogenic impact,

vitellogenin
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1. Introducéo

A introducdo de contaminantes no meio ambiente devido as atividades
antropogénicas pode causar efeitos adversos na saide humana, bem como em populacdes
de animais selvagens (Vazquez et al., 2009). Entre os contaminantes que afetam os
processos fisiologicos da biota aquatica estdo os compostos que promovem desregulacédo
enddcrina (EDCs), que sao definidos como compostos que podem interferir com a sintese,
secrecdo, transporte, ligacdo, acdo ou eliminagdo de hormdnios naturalmente secretados.
Um grande nimero de EDCs presentes em ambientes naturais tem origem no descarte
inadequado de esgoto em estacdes de tratamento de aguas residuais (Tan et al., 2007;
Hassell et al., 2016). Os EDCs podem agir em diferentes vias que envolvem muitos
processos fisioldgicos, como a reproducdo, mimetizando os horménios estrogénicos
(Vazquez et al., 2009), androgénicos (Sone et al., 2005) afetando a diferenciacdo sexual
(Baroiller e Guiguen, 2001), desenvolvimento gonadal (Vested et al., 2014) e podendo
até mesmo induzir a sintese de vitelogenina em machos (Moncaut et al., 2003; Vetillard
e Bailhache, 2006; Tolussi et al., 2018).

Esses estudos mostraram que os poluentes podem afetar varios processos
fisiolégicos envolvidos na reproducdo em diferentes niveis, levando potencialmente a
perdas populacionais. Varios tipos de compostos sdo capazes de atuar como EDCs e afetar
0s processos reprodutivos em peixes, como anti-inflamatorios (Fernandes et al., 2011; Ji
et al., 2013) e metais (Correia et al., 2010; Vieira et al., 2013; Kida et al., 2016), que
podem exibir atividade semelhante ao estrogénio e interferir com os receptores de
estradiol (Orn et al., 2006; Xu et al., 2008; Flick et al., 2014), estimulando a sintese de
vitelogenina (VTG-A) (Scholz et al., 2004; Muncke e Eggen, 2006; Salierno e Kane,
2009).

O reservatério Billings é caracterizado por intensa atividade antrépica, como
presenca de esgoto domeéstico e efluentes industriais, desmatamento e uso extensivo da
terra (Mariani e Pompéo, 2008; Moschini-Carlos et al., 2010). Metais como chumbo,
cromo, mercurio e zinco também foram detectados em tecidos de peixes desde a década
de 1980 em vérios pontos deste reservatorio (Rocha et al., 1985). Em um estudo anterior,
o0 bragco Taquacetuba da Billings, foi considerado supereutréfico, evidenciando a presenca
de uma grande diversidade de poluentes entre metais e compostos organicos (Gomes et

al., 2016). Esta represa apresenta uma baixa riqueza de espécies, no entanto uma elevada

65



abundancia de teledsteos, com destaque para tilapia (Oreochromis niloticus), lambaris
(Astyanax sp.) e bagres (Rhamdia sp.) (Castro et al., 2009). No entanto, quando o
ecossistema € degradado, como € o caso deste reservatorio, € dificil entender se os efeitos
observados nos organismos que habitam esta area, sdo devido & acdo de contaminantes
ou devido a outros estressores, como hipoxia ou mudancas na cadeia alimentar (Hook et
al., 2014).

Para avaliar o efeito da poluicdo ambiental, biomarcadores de efeitos bioldgicos e
de exposicdo sdo necessarios (Broerg et al., 2005; Hook et al., 2014). De acordo com
Hook et al. (2014), biomarcadores de efeitos biologicos sdo indicadores de alteracdes
fisioldgicas ou bioquimicas decorrentes da exposi¢do, como indices de condicéo ou niveis
hormonais circulantes. Ja o0s biomarcadores de exposicdo sdo indicadores de
contaminantes especificos ou com modos de acdo semelhantes, que evidenciam uma
resposta precoce aos contaminantes e sdo especificos de uma classe de contaminantes.
Um exemplo de biomarcador de exposicdo € a deteccdo e/ou expressdo de vitelogenina

em machos desencadeada por compostos estrogénicos (Desforges et al., 2010)

Entre os Characiformes, Astyanax é o género mais rico em nimero de espécies
(Lima et al., 2003), e com diferentes estratégias reprodutivas, relacionadas a extensdo do
ciclo reprodutivo e/ou tipo de desova (Carvalho et al., 2009; Veloso-Janior et al., 2009;
Dala-Corte e Azevedo, 2010; Souza et al., 2019). Em geral, as espécies do género
Astyanax sao de pequeno porte e se caracterizam por apresentar ovacitos pequenos, rapido
desenvolvimento, elevada fecundidade, fertilizacdo externa e auséncia de competicao,
que garantem altas taxas de aumento populacional, permitindo a essas espécies rapida
colonizacao de novos ambientes e amplo predominio sobre as demais (Agostinho et al.,
1999). Astyanax fasciatus, comumente conhecido como lambari-do-rabo-vermelho é uma
das espécies frequentemente encontradas no reservatorio Bilings. E um pequeno peixe
onivoro considerado importante presa de espécies carnivoras (Vilella et al., 2002; Gurgel,
2004). Esta espécie pode apresentar diferentes estratégias reprodutivas, que variam com
as condicdes ambientais, apresentando desenvolvimento assincrénico ou sincrénico em
grupos de ovdcitos (Silva et al., 2010; Souza et al., 2019b). Sua distribui¢do é muito
ampla, atingindo toda a América Central e do Sul, sendo encontrada em &reas limpas e
poluidas. Estas caracteristicas contribuiram para a escolha de A. fasciatus como espécie

para estudos de ensaios ambientais e toxicologicos (Schulz e Martins-Janior, 2001;
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Alberto et al., 2005; Carrasco-Letelier et al., 2006; Prado et al., 2011; Tolussi et al.,
2018).

Considerando o exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o impacto da
poluicdo do reservatério Billings sobre a fisiologia reprodutiva de machos de A. fasciatus,
utilizando-se biomarcadores em diferentes niveis de organizacdo biologica. A hipdtese
deste estudo é que machos de A. fasciatus vivendo em ambiente com elevado impacto
antrépico apresentardo respostas estrogénicas, e que estas respostas diferem ao longo das

estacdes do ano.

2. Materiais e Métodos

2.1. Caracterizacdo da &rea de estudo

A area de estudo compreendeu os dois reservatorios descritos no capitulo 1, sendo
o reservatorio de Ponte Nova (PN) considerado como a local referéncia e o braco
Taquacetuba e Bororé no reservatorio Billings (Bil), considerados como locais
impactados.

2.2. Captura dos animais e coleta de amostras

Machos adultos da espécie Astyanax fasciatus foram capturados nos pontos
previamente estabelecidos nos reservatorios Ponte Nova (referéncia) e no brago
Taquacetuba e Bororé do reservatorio Bil (impactado), descritos no capitulo 1, utilizando-
se rede de espera com tamanho da malha nimero 13. As coletas foram realizadas no verao
(2017) e inverno (2017). O namero de individuos coletados por estagdo em cada ambiente
é apresentado no Apéndice 1 e esse foi 0 numero utilizado em todas as analises realizadas

no presente estudo.

Os procedimentos de coleta (Figura 1) dos tecidos foram realizados em campo no
mesmo dia da captura dos animais. Primeiramente os animais foram anestesiados com 1
g de benzocaina previamente diluida em 10 mL de etanol, que foram adicionados
posteriormente na agua. Amostras de sangue foram coletadas através da vasculatura
caudal utilizando-se seringas e agulhas heparinizadas, para analise de esteroides

plasmaticos. Em seguida, esses animais foram eutanasiados por sec¢do da medula
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espinhal na altura do opérculo. Os dados morfométricos e ponderais foram registrados e,
apo6s disseccdo, testiculos e figado foram pesados para o calculo dos indices
gonadossomatico (IGS) e hepatossomatico (IHS), respectivamente, seguindo o célculo

abaixo:
Indice: [(massa do 6rgdo/massa corpérea) x 100]

Amostras de figado e hipo6fise foram coletadas e mantidas em freezer —80 °C até
0 processamento para analises de expressao génica da vtgA e fshb, respectivamente. Para
confirmar o estadio e maturacdo gonadal, amostras do terco médio dos testiculos foram
fixadas em solucdo de Bouin acético por 24 horas e entdo transferidas ao etanol (70° GL),

para posterior analise histologica.

Figura 1 — Machos adultos de A. fasciatus coletados nos reservatorios Ponte Nova e Billings (Bororé
e Taquacetuba) durante as estacdes de verdo e inverno. (A) registro da massa total; (B) registro do

comprimento total (C) coleta de sangue.

2.3. Analise histolégica dos testiculos
Para confirmacdo do estadio de maturacdo gonadal, apés a coleta e pesagem dos
testiculos, fragmentos foram devidamente identificados e fixados em solugdo Bouin por
24h, para depois serem transferidos para etanol 70%. Em seguida, as amostras foram
desidratadas por 1 hora em solucéo de etanol 80%, 1 hora em solugdo de etanol 95% e
depois lavadas durante duas vezes por 1 hora em etanol absoluto. Posteriormente, as pecas
foram diafanizadas por 2 horas em xilol e em seguida infiltradas em Paraplast® (Erv-Past,
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Erviegas Instrumental Cirurgico Ltda), permanecendo em estufa a 60°C por 5 horas e
emblocadas em paraplast. Cortes de 5 pum foram realizados em micrétomo (Leica-
RM/2255, equipado com l&minas descartaveis), os quais foram montados em laminas
previamente limpas com etanol 70%, com polilisina (Poly-Lysine Solution — Sigma
Diagnostics INS, St. Louis M. O. USA) diluida em 1:3 (em agua destilada), para auxiliar
a fixacdo dos cortes nas laminas. A seguir, os cortes foram corados com hematoxilina-
eosina de acordo com os procedimentos histoldgicos rotineiros (Behmer et al., 1976),
desidratados, diafanizados e montados com laminula e meio de montagem (goma Damar).
A andlise dos cortes histologicos foi realizada com o uso do Microscépio Leica DM2500
e as fotomicrografias foram obtidas utilizando o software Leica Application Suite
Professional (LAS V 3.6). A analise foi realizada no Laboratorio de Metabolismo e
Reproducdo de Organismos aquéaticos (LAMEROA), do Departamento de Fisiologia,
IBUSP.

A identificacdo das fases reprodutivas foi realizada de acordo com a nomenclatura
proposta por Brown-Peterson et al. (2011), na qual o termo fase é usado para indicar o
desenvolvimento gonadal, ao passo que o termo estigio indica o estagio de
desenvolvimento dos gametas durante a gametogénese. Durante a gametogénese sdo
reconhecidos 0s seguintes estagios de desenvolvimento: espermatogoénias,
espermatdcitos, espermatides e espermatozoides. Nas analises histolégicas foram
identificadas cinco fases de desenvolvimento gonadal: imaturo, em desenvolvimento,

apto a desovar, regressao e regeneracao.

2.4. Concentracdo plasmatica dos esteroides gonadais
As concentracBes plasmaticas de 17b-estradiol (E2), 11 cetotestosterona (11-KT)
e testosterona (T) foram quantificadas pela técnica de ELISA com o uso de kits comerciais
(Cayman Chemical Company, Michigan, USA), previamente validados em A. fasciatus
(Tolussi et al., 2018). As amostras de plasma foram analisadas em duplicatas e seguindo
as instruges especificas de cada kit. Ao final de cada ensaio, a absorbancia das amostras
foi analisada em 405 nm com um leitor de microplaca (Spectra Max 250 Molecular

Devices) e os resultados expressos em pg ml™.
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2.5. Anélise da expressdo génica
2.5.1. Extracdo de RNA total

A extracdo de RNA total dos fragmentos do figado de A. fasciatus, foi realizada
com TRIzol® pelo método de extragio por fenol-cloroférmio proposto por Chomczynski
e Sacci (1987), homogeneizando o tecido de cada organismo em solucdo de extracdo de
RNA TRIzol™Reagent (Invitrogen Life Technologies) numa proporcéo 1:20 (tecido /
solucdo de extracdo). Cada fragmento de tecido foi homogeneizado com 1 ml de
TRIzol® e incubado por 5 minutos em -4°C. A seguir, as amostras foram precipitadas
com 200 pL de cloroférmio, incubadas no gelo por 10 min e centrifugadas por 10 minutos
a 12000 g em 4°C para a separacdo do RNA total e proteinas. A fase aquosa contendo o
RNA total foi transferida para outro tubo. A esta fase foi adicionado 500 pL de
isopropanol, seguindo-se incubacdo por 10 minutos em -4°C. Apos centrifugacdo por 10
minutos a 12000 g em 4°C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado formou um
pellet. Os pellets foram lavados com 1 ml de etanol 75%, agitados e novamente

centrifugados por 10 minutos a 7500 g em 4°C.

A extracdo de RNA de hipdfises individuais de A. fasciatus foi realizada com o
Kit RNAaqueous Micro Kit AMBION (AM1931, Ambion, Carlsbad, CA, USA), segundo
as especificacdes do fabricante. O sobrenadante foi descartado e os pellets foram secos
em temperatura ambiente por aproximadamente 15 minutos. Ao final, cada pellet de RNA
foi suspenso em agua ultrapura livre de RNAse e em volumes variaveis de acordo com a

amostra, sendo 40 ul e 20 ul, respectivamente para o figado e a hipofise.

Apos a extracdo do RNA, foi realizada a quantificacdo da concentracgdo e analise
da pureza do RNA total de cada amostra por meio de espectrofotémetro, pela medida da
absorbancia a Azeonm € Azgonm, por meio da relacdo Azeo/A2so (considerando-se uma
relagdo 260/280 OD como satisfatoria entre os valores de 1,8 e 2) e concentragao superior
a 20ng/uL. A integridade do RNA total foi avaliada pela anélise de eletroforese de gel
denaturante de agarose 1%, em algumas amostras aleatdrias, tendo em consideracdo a
representatividade em cada grupo de coleta, mediante SyBR Safe DNA Gel staining
(10.000x), utilizando o Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington,
EUA). A seguir, as amostras que cumpriam os critérios acima estabelecidos foram
conservadas em -80 °C até a sua utilizacdo nos diferentes métodos realizados neste
trabalho.
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2.5.2. Sintese de cDNA

Para a remocdao de possiveis DNAs contaminantes, 0 RNA total extraido de cada
amostra foi tratado com DNAse free turbo Ambion, segundo as especificacbes do
fabricante. O cDNA de cada amostra de RNA a ser utilizado nas reacdes de RT-PCR, foi
sintetizado por meio da incubacgdo de 1000 ng de RNA total na presenca de 250 ng de
random primer, 10 mM de dNTP’s e agua ultrapura, em um volume total de 13 pL. Esta
solucdo foi incubada a 65°C por 5 min e em seguida, em gelo por 1 min, para a
desnaturacdo das moléculas de RNA. Em seguida, foram adicionados 4 pL de tampdo da
enzima 5X, 1 uL de DTT, 1 pL de RNAse inhibitor, 1 pL de SuperScript Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e agua ultrapura, finalizando um volume
total de 20 pL. Os tubos foram alocados no termociclador, seguindo a seguinte
programacao no termociclador: 5 minutos em 25°C, 1 h em 55°C e 15 minutos em 70°C.
Ao final deste processo, cada amostra de cDNA foi aliquotada e mantida em -20°C até o

uso.

A integridade do cDNA foi avaliada por meio de RT-PCR para amplificacdo do
gene  efla (53, Forward  TGGTACCTCTCAGGCTGAC, Reverse
ACCAAGGGTGAAGGCCAG), que resultou na amplificacdo de produtos de tamanhos
esperados para este gene de 121 pares de bases (pb). A partir de entdo, os cDNAs

sintetizados foram destinados as reacdes de RT-PCR.

2.5.3. Desenho dos primers fshb e VTG-AVTG-AA

O primer do gene do fshb foi desenhado por Jesus et al. (2017) e o primer da
vtgA (genbank KJ129623.1) foi desenhado por Tolussi et al. (2018) para A. fasciatus, 0s
quais foram projetados a partir de regides altamente conservadas das sequéncias
nucleotidicas de fshb e vtgA, identificado ap6s maltiplos alinhamentos das sequéncias
disponiveis de Astyanax mexicanus e espécies de Cypriniformes e foram sintetizados pela
Thermofisher S.A. (Invitrogen). As sequéncias primarias de pares de primers (Tabela 1)

para o PCR convencional foram as seguintes:
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Tabela 1 — Relacéo dos primers para PCR convencional dos genes fshb e vtgA para A. fasciatus. Seja:

F, forward e R, reverse.

Primer Sequéncia 5'— 3’

fshb F1 5-GTCCTG ATGATT CTG CTG CT -3
fshb R1 5-GCATTC CTC GCT CTC CAC -3'
vigA F1 5- AAACTC TGA CCC TGC TGG AA -3'
vigA R1 5-GCCTCTGCGTTGTTGATCTT -3

A seguir foram realizadas reactes de PCR convencional para avaliar se 0s
primers acima citados amplificariam os produtos de interesse. As condicdes especificas
das reacOes de amplificacdo foram padronizadas a partir das condi¢des padréo de enzima
Tagq DNA polimerase (EP0402, Invitrogen Life Technologies): SuL de Taq Buffer (10X)
com 2,5 uL. MgClz (25mM), 35,75uL de 4gua, 1 pL de Solug¢ao Mix de desoxinucleotideo
(ANTP) com 10 nM para cada dNTP, 1 puL de cada primer (0,2 uM) e 0,25 puL de taq
DNA (1,25 U) Polimerase (Invitrogen). Para isso, foi utilizado gradiente de temperatura
de 95°C por 3 min, seguido de ciclagem de 95°C por 30 seg, temperatura de anelamento

de 60°C por 30seg, 72°C por 60 seg e a extensdo final de 72°C por 10 min, por 35 ciclos.

Os produtos destas reacdes de PCR convencional foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo em tampéo 1X Tris-
borato-EDTA (TBE). O volume de 7ul de cada produto de PCR (50 uL) foi aplicado no
gel juntamente com 3 pL de loading buffer 6X (Invitrogen). A eletroforese foi realizada

a 120 V por 30 min e o gel foi analisado em transiluminador, sob luz ultravioleta.

2.5.4. Andlises de expressao génica - PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

Os ensaios de PCR quantitativo (QPCR) em tempo real foram realizados no
equipamento Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR Systems com SDS Software
(Life Technologies, USA), pertencente ao Centro de Tecnologias Avancadas em
Genbmica 1Q — USP, coordenado pela Profa. Dra. Aline Maria da Silva. Para a
quantificacdo dos produtos formados durante a reacdo de gPCR foi utilizado o reagente
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems).

A eficiéncia de amplificagdo dos primers foi avaliada por RT-gPCR (E) através
de um ensaio no qual a concentracdo de cDNA variou de 3,12 - 100 ng. Estas eficiéncias
foram calculadas apds a geracdo dos interceptos pelo grafico Ct versus log da

concentracdo de cDNA a partir da equagdo: E = 100Yintereerol  Sendo E igual a 2,
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correspondente a 100% de eficiéncia, pois implica que a cada ciclo a quantidade de
produto de PCR resultante € o dobro da inicial. Os primers utilizados deveriam ter um R?
(replicabilidade da reagdo) proximo de 1, e uma eficiéncia entre 90 e 110%, a qual foi
calculada para cada reacdo de acordo com a curva de diluicdo do cDNA utilizada pelo
software LinRegPCR 2014.x (http://LinRegPCR.nl) (Ruijter et al., 2013). Todos o0s
primers foram considerados adequados para a realizacdo do RT-qPCR e para a analise
dos dados pelo método 2"44T (Livak e Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001).

Valores de eficiéncia perto de 2 foram obtidos da curva gerada por cODNA diluido
8 vezes, que sugerem que os primers estdo amplificando com aproximadamente 100% de
eficiéncia. Em paralelo também foi realizada a analise da curva de dissociacdo (melting)
para cada par de primers, para verificar a homogeneidade dos produtos das reacGes
(amplificacéo de um Unico produto em cada reagdo). Ao final do processo de validag&o,
os primers que melhor se enquadraram nos critérios avaliados foram escolhidos (Tabela
2) e utilizados nas reacdes de gPCR do estudo. ReacGes de 20 ul [10 pl de Power SYBR
Green Universal Master Mix (Applied Biosystems), 0,32 ul de cada primer (forward e
reserve) a 10 uM, 1 pl de cDNA diluido (1:10) para cada amostra e 8,36 ul de agua] foram
analisados em duplicata, em placas de 96 pocos e com as seguintes condigdes de
ciclagem: uma etapa inicial de desnaturacdo de 95°C por 10 min, seguida por 40 ciclos
de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e uma etapa combinada de anelamento e
elongacéo de 60°C por 1 min, seguida pela andlise da curva de melting ao final de cada
reacdo. Os niveis de transcricdo dos genes alvo foram normalizados utilizando o gene
endogeno elf o (Tabela 2) e calculados pelo método 2-AY, uma vez que os primers

validados apresentavam eficiéncia maior que 90%.

Tabela 2 — Relagdo dos primers, tamanho do amplicon, replicabilidade da reagdo e eficiéncia de

amplificacdo de transcritos analisados por RT-qPCR em A. fasciatus. Seja: F, forward e R, reverse.

Primer Sequéncia 5'— 3° Amplicon R? Eficiéncia
(pb) (%) (E)

fshb F1 GTC CTG ATG ATT CTG CTG CT 105 0,997 2,0082

fshb R1 GCATTC CTC GCT CTC CAC

VigA F1 AAA CTC TGACCCTGC TGG AA 145 0,999 1,9472

VigA R1 GCCTCTGCGTTGTTGATCTT

elfa F TGG TACCTC TCAGGC TGAC 121 0,998 1,998°

elfa R ACC AAG GGT GAA GGC CAG

2gficiéncia obtida com cDNA diluido 10 vezes, equivalente a 50 ng/ul para vtgA e 12,5 ng/ul para fshb.
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2.5. Analises estatisticas

Os resultados foram comparados e expressos pela média * erro padrdo da media
(EPM). As respostas fisioldgicas foram analisadas com base em dois fatores: 1) grupos
experimentais: reservatorios Billings (pontos Taquacetuba e Bororé) e Ponte Nova; 2)
EstacOes do ano: verdo (mar¢o de 2017) e inverno (julho-agosto de 2017). Foi aplicado o
teste de Analise de Variancia (two way - ANOVA), seguindo de testes de normalidade e
homogeneidade de variancia. Quando cumpriam os requerimentos de uma analise
parameétrica, os resultados foram comparados com testes de comparagdes multiplas post-
hoc Student-Newmann-Keuls (SNK). Para os dados que ndo cumpriram esses
requerimentos, o teste Kruskal-Wallis foi aplicado (Zar, 1999). Em todos os casos, o nivel
de significancia de P< 0,05 foi considerado como estatisticamente significativo. AS

analises foram realizadas com o software GraphPad Prism 8.1 (San Diego, CA, USA).
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3. Resultados

3.1. Parametros ponderais, morfométricos e indices somaticos

O comprimento total e a massa corpdrea dos animais coletados no verdo foram mais
elevados que no inverno nos pontos Bororé (P = 0,003 e P = 0,004, respectivamente) e
Taquacetuba (P < 0,001 para as duas variaveis). Comparando-se 0s reservatorios em cada
estacdo do ano, os animais coletados no ponto Taquacetuba apresentaram menor
comprimento total e massa corpdrea em relagcéo aos animais coletados na Ponte Nova (P
=0,006 e P =0,0003, respectivamente) e Bororé (P = 0,006 e P = 0,020, respectivamente),
durante o inverno enquanto no verdo a massa corpérea dos animais coletadaos em
Taquacetuba foi maior do que aquela dos animais coletados na Ponte Nova (P = 0,005)
(Apéndice 1).

Os indices somaticos IGS e IHS ndo apresentaram variacdes durante as duas
estacOes (p<0.05) e comparando-se os dois reservatorios, sugerindo que a reproducao
desta espécie ocorre durante as duas estagdes nos pontos amostrados (Figura 2 A, B).

A
IGS

=3 Ponte Nova
B3 Bororé
Hl Taquacetuba

% 2-

Verao Inverno

IHS

1.5+
3 Ponte Nova

B3 Bororé
1.0 El Taquacetuba
%

0.5

0.0~

Verdo Inverno
Figura 2 — Indices gonadossomatico (A), Hepatossomatico (B) nos machos adultos de A. fasciatus
nos reservatorios Ponte Nova e Billings (Bororé e Taquacetuba), durante as estagdes de verdo e
inverno. Os dados estdo expressdes como média * erro padrdo da média. IGS e IHS ndo apresentam

diferencas estatisticas apds o teste de Tukey (p > 0,05).
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Em relacdo a dinamica testicular, foram observados espermatozoides durante as
duas estacOes estudadas (Figura 3) e, desta forma, os machos foram classificados na fase
apto a desovar tanto no inverno quanto no verao (Tabela 3), em todos os ambientes. J& 0s
estdgios da espermatogénese: espermétides e espermatozoides, e a presenca de
espermatdcitos ao longo de todo o testiculo foram detectados nas duas esta¢Ges (Figura
3).

No verdo (Figura 3) foram encontrados animais que j& completaram o
desenvolvimento gonadal e fisiologicamente preparado para reproduzir. Os testiculos sdo
grandes e firmes, e 0s espermatozoides sdo detectados no limen dos Iébulos ou nos ductos
espermaticos. Todos 0s estagios da espermatogénese podem ser observados, assim como
a presenca de cistos ao longo de todo o testiculo. Na estacdo de inverno, alguns animais
também se encontravam na fase de regressao (Figura 4B), os testiculos sdo pequenos e
flacidos, podem ser detectados espermatozoides residuais no Iimen dos l6bulos e ductos
espermaticos. Também sdo observados cistos muito espalhados proximos a periferia,
apresentando espermatdcitos secundarios, espermatides e espermatozoides. Também
ocorre a proliferacdo das espermatogbnias e regeneracdo do epitélio germinativo na
periferia dos testiculos (Brown-Peterson et al., 2011).

Tabela 3 — Fases reprodutivas dos machos adultos de A. fasciatus nos reservatdrios Ponte Nova e

Billings (Bororé e Taquacetuba), durante as estagBes de verdo e inverno.

A. fasciatus

Ambientes  Estagdo n Aptoa 5 0 £ (0
Histologia desova (%) Regressdo (%) Regeneragdo (%)
Ponte Nova 4 3 7500 1 25,00 0 0,00
Borore Verio 5 4 80,00 1 20,00 0 0,00
(Billings)
Taguacetuba 5 4 8000 1 20,00 0 0,00
(Billings)
Ponte Nova 6 3 50,00 2 3333 1 16,67
Borore | erno 6 3 50,00 2 33,33 1 16,67
(Billings)
Taquacetuba 6 4 6667 2 33,33 0 0,00
(Billings) ' ’ ’

(%): Porcentagem das fases reprodutivas
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Inverno

Figura 3 — Andlise histoldgica de testiculos em A. fasciatus nos reservatdrios Ponte Nova e Billings
(Bororé e Taquacetuba), durante as estagcdes de verdo e inverno. A) Verdo no reservatorio PN; B)
Verdo no reservatorio Bil (Bororé); C) Verdo no reservatdrio Bil (Taquacetuba). D) Inverno no
reservatorio PN; E) Inverno no reservatorio Bil (Bororé); F) Inverno no reservatdrio Bil
(Taquacetuba). Apto a desova (A, B, C e E, F) e em regressdo (D), mostrando redugdo da
espermatogénese e espermatozoides residuais. Intersticio (asterisco), espermatocitos (Et),
espermatozoides (Ez) e lumen testicular (Lu). Coloracdo H-E. n = 5 animais por ambiente em cada
estacdo. Escala: Barra: 25um, (B: 100 pum)
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Figura 4 — Analise histoldgica dos testiculos de A. fasciatus nos reservatérios Ponte Nova (referéncia)
e impactados Billings. Mostrando a maior aumento o contraste entre as duas estacdes de inverno e
verdo. A) A fase de desova, verdo no reservatdrio Bil (Taquacetuba); B) A fase de Inverno no
reservatorio PN e C) A fase desova, verdo no reservatorio PN. Espermatozoides (Ez), espermatozoides
residuais (*) e lumen testicular (Lu). Colora¢do H-E. n = 5 animais por ambiente em cada estacdes.
Escala: Barra: A-C: 25 pm e B: 100 [um.
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3.2. Concentracao plasmatica de esteroides gonadais

Nos machos de A. fasciatus a concentracdo plasmatica de T foi maior nos animais
coletados no ponto Taquacetuba no verdo quando comparados a estagdo do inverno (P =
0,03). Este mesmo andrégeno foi mais elevado nos animais coletados em Taquecetuba
qguando comparados com aqueles coletados no ponto Bororé (P = 0,008) e Ponte Nova (P
= 0,005) no verdo (Figura 5A).

A concentracdo plasmatica de 11-KT seguiu um perfil muito semelhante aquele da
T, com maior concentragdo no plasma dos animais coletados no verdo em relagédo ao
inverno nos animais de Taquacetuba (P = 0,008), enquanto nos animais coletados no
ponto Bororé o resultado foi inverso, ou seja, animais coletados no inverno apresentaram
maior concentragdo de 11-KT do que aqueles coletados no verdo (P = 0,017). Valores
mais elevados de 11-KT também foram obtidos no verdo nos animais coletados em
Taquecetuba quando comparados aos pontos Bororé (P = 0,001) e Ponte Nova (P =
0,001) (Figura 5B).

Os machos amostrados em Taquacetuba e Bororé apresentaram maior concentracéo
plasmética de E2 no inverno quando comparados com aqueles coletados no verdo (P =
0,003 e P= 0,030, respectivamente). A concentracdo de E> foi mais elevada nos animais
coletados em Taquacetuba do que em Bororé (P = 0,002) e Ponte Nova (P = 0,003) no

inverno (Figura 5C).

3.3. Expressao génica de vtgA e fshb

Os niveis expressao de fshb em A. fasciatus foram maiores nos machos amostrados
em Taquacetuba (P = 0,003) e Bororé (P = 0,050) no verdo, quando comparado com 0
inverno. E durante a estacdo do verao, os animais coletados em Taquacetuba expressaram
mais fshb do que os animais coletados na Ponte Nova (P = 0,002) e Bororé (P = 0,046).
Adicionalmente os niveis de expressao do fshb nos animais coletados no ponto Bororé

foram mais elevados que aquele dos animais da Ponte Nova (P = 0,016) (Figura 6A).

Os niveis de expressdo de vtgA foram maiores nos animais coletados no ponto
Bororé no verdo em relacdo ao inverno (P = 0,027), mas ndo variaram nos demais pontos.
Também ndo houve variagdo nos niveis de expressdo de vtgA nos animais coletados nos

diferentes reservatorios, dentro de cada estagdo (P > 0,05) (Figura 6B).
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Figura 5 — Concentracdo plasmatica de T (A), 11-kt (B) e E2 (C) nos machos adultos de A. fasciatus
nos reservatorios Ponte Nova e Billings (Bororé e Taquacetuba), durante as estagdes de verdo e
inverno. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média. "Simbolos representam
diferencas estatisticas entre os ambientes na mesma estacdo do ano (p< 0,05). ®Letras diferentes

representam diferencas estatisticas significativas no mesmo ambiente nas duas estacdes (p< 0,05).
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Figura 6 - Expresséo relativa dos mRNAs para fshb (A) e vtgA (B) nos machos adultos de A. fasciatus
nos reservatorios Ponte Nova e Billings (Bororé e Taquacetuba), durante as estacdes de verdo e
inverno. Os dados estdo expressos como média * erro padrdo da média e foram calibrados em relacdo
a média dos espécimes coletados no reservatorio Ponte Nova (coluna branca). ®Letras diferentes

representam diferencas estatisticas significativas no mesmo ambiente nas duas estacdes (p< 0,05).
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4. Discussao

4.1. Parametros reprodutivos de A. fasciatus

As taticas reprodutivas dependem da interacdo entre o ambiente e as respostas
genéticas, fisioldgicas, comportamentais e ecolégicas de cada individuo para manifestar
a estratégia reprodutiva (Potts e Wootton, 1984). A. fasciatus é conhecido em seu
ambiente natural por apresentar desovas multiplas em um periodo reprodutivo definido
(Gurgel, 2004; Hirt et al., 2011), contudo no presente estudo os machos em ambos 0s
reservatorios parecem ter uma desova do tipo parcelada, confirmada pela presenca
predominante de espermatozoides ao longo das estacOes de coleta. Sdo evidenciadas que
diferentes parcelas de espermatozoides séo recrutadas no processo de espermatogénese,
mas somente esta analise em dois momentos do ano néo seria suficiente para classificar

a estacdo reprodutiva, pois seria necessario também o estudo das fémeas.

Muitos estudos tém demonstrado a plasticidade reprodutiva do lambari, alterando
as taticas reprodutivas de acordo com as caracteristicas do ambiente, sendo que A.
fasciatus em ambientes represados e/ou poluidos parecem exibir desova do tipo parcelada
(Giamas et al., 2004; Silva et al., 2010; Prado et al., 2011). Estes resultados sdo
semelhantes ao encontrado nos congéneres de Astyanax também em reservatérios
(Carvalho et al., 2009) e dentro do mesmo grupo em outros tele6steos como Moenkhausia
intermedia “lambari-corintiano” (Hojo et al., 2004). Chehade et al. (2015) e Jesus et al.
(2017) demonstraram um esvaziamento parcial das gbnadas em machos e fémeas apés
um episodio de reproducdo induzida, sugerindo uma tatica reprodutiva assincrénica em
cativeiro. A desova parcelada permite varios eventos de desova durante 0 mesmo ciclo
reprodutivo e como consequéncia, diferentes nichos no espago e no tempo sdo ocupados
com diferentes classes de tamanho em uma variedade de habitats. I1sso leva a competicdo
entre adultos para locais de desova e entre larvas, pelas fontes alimentares disponiveis
(Ratton et al., 2003). Os peixes podem passar da desova total para a desova parcelada e
vice-versa, como consequéncia de alteragdes fisioldgicas ou ambientais, 0 que se conhece
como tatica reprodutiva (Vazzoler, 1996). Este fato pode levar a diferentes tipos de

desova em diferentes populacdes em diferentes periodos de tempo (Carvalho et al., 2009).

Os indices somaticos, IGS e IHS podem ser considerados importantes indicadores
no processo reprodutivo, estando relacionados ao aporte de substratos energeéticos (Sayer

et al., 1995). Prado et al. (2011) estudaram A. fasciatus em cinco reservatorios distintos

82



na regido Sudeste do Brasil (um deles considerado ndo contaminado e os demais
contaminados) e mostraram que o IGS em machos apresentou pouca variagdo em todos
os locais, com os maiores valores no verdo. Os resultados do presente estudo mostram
que outras varidveis além da presenca de contaminantes podem influenciar o GSI, como
disponibilidade de alimento, perfil genético, abundancia de predadores e status ambiental.
Além disso, o padrdo de mudanca sazonal do IGS pode estar relacionado com historia de
vida da populacdo em um determinado reservatorio, levando em consideracdo a
plasticidade reprodutiva ja relatada para esta espécie (Silva et al., 2010). Estes resultados
demostram que apesar de ndo haver diferencas espaciais e temporais para esses indices
no presente estudo, ndo podemos atribuir suas possiveis variagdes somente ao processo
reprodutivo, mas também a disponibilidade de alimento no ambiente e as caracteristicas
da qualidade da &gua, que exercem muita influéncia na utilizacéo das reservas energéticas

pelos animais (Gomes, 2016).

4.2. Expressdo génica de vtgA e fshb e concentracdo plasmatica de esteroides

gonadais

No presente estudo, a fisiologia reprodutiva de A. fasciatus foi estudada utilizando
biomarcadores relacionados ao processo de maturacdo gonadal, para avaliar os efeitos da
diminuicdo da qualidade da agua da Billings neste processo. Biomarcadores moleculares,
tais como expressao génica de fshb e vtgA, a concentracdo plasmatica de E,, T e 11-KT,
e caracteristicas morfolégicas, como morfologia gonadal, geraram respostas diferentes,
mostrando que os peixes possuem Vvarias habilidades regulatérias, mesmo em condicGes

ambientais adversas.

E importante destacar que no reservatorio de Ponte Nova, considerado como
referéncia os biomarcadores analisados néo diferiram entre as duas estagfes do ano, o que
pode ser considerada mais uma evidéncia de que estes animais mantém atividade
reprodutiva ao longo das duas estacdes. Nos dois pontos de coleta da Billings os niveis
dos transcritos de fshb foram mais elevados no verdo, periodo em que ocorreu um intenso
processo de espermatogénese (Schulz et al., 2010). Paralelamente ao aumento dos niveis
de fshb, também observamos que machos de A. fasciatus apresentaram niveis elevados
de T e 11-KT também no verdo, mas apenas no ponto Taquacetuba. E sabido que o FSH

é um potente indutor da esteroidogénse gonadal, via ativacdo do FSHr também expresso
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nas células de Leydig (Schulz et al., 2010). Nossos dados mostram que 0 aumento da
expressao de fshb nos animais coletados no verdo em Taquacetuba esta acompanhado de
um aumento da concentracdo plasmatica de T e 11-KT, mas o experimento realizado ndo
permite estabelecer uma relacdo da expressdo génica desta gonadotropina e 0s niveis
plasmaticos destes andrdgenos. As varia¢des na concentracdo de andrdgenos plasmaticos
e expressao de fshb em A. fasciatus ocorreram principalmente no verdo, periodo no qual
a espermatogénese normalmente é mais ativa. Adicionalmente, estas variagcdes foram
mais evidentes nos pontos de coleta do reservatorio Billings, classificado como

hipereutréfico nesta estagéo.

A expressdo génica da vtgA, um biomarcador da exposi¢ao a contaminantes de acao
estrogénica mostrou alteracbes em machos em estacfes distintas, mas se alterou nos
animais coletados nos diferentes reservatorios. E importante destacar que machos
apresentam 0 gene que expressa VtgA, no entanto esta glicolipofosfoproteina ndo tem
funcdo nestes animais, haja vista que a vitelogénese nao é um processo fisiologicamente
relevante em machos. Os dados apresentados neste estudo mostram que 0s niveis de
expressdo de vtgA nos animais coletados na Ponte Nova ndo se alteraram entre as
estacOes, 0 que seria esperado. No entanto, no ponto Bororeé, na estacdo do verdo, quando
este reservatorio é considerado hipereutrofico (capitulo 1), os niveis de expressao de
VTG-A sdo mais elevados que no inverno; ja& em Taquacetuba os animais apresentam
niveis mais elevados de expressdo de VTG-A, mas sem diferenca entre as estacdes. Sendo
assim, em ambos os pontos do reservatorio Billings, € sugerida a presenca de compostos
de acdo estrogénica e que poderiam estar desencadeando esta resposta, haja vista que 0s
niveis de E» nestes animais sdo mais baixos no verdo em relacdo ao inverno nos dois

pontos da Billings.

E importante destacar também que durante o inverno, os niveis de expressdo de
vtgA em Taquacetuba apresentam uma tendéncia a ser mais elevada, mas a variabilidade
apresentada pelos animais ndo resultou em valores estatisticamente significativos. No
entanto, uma analise conjunta dos dados de vtgA com a concentra¢do plasmatica de E»
mostram que este estrégeno se eleva no plasma dos animais da Billings no inverno, fato
que ndo ocorre na Ponte Nova. Tolussi et al. (2018) estudando A. fasciatus no reservatério
Billings mostraram uma relacéo entre a presenca de EDCs e a expressdo de vtgA. Embora
0s machos parecam ajustar seu ciclo a diferentes ambientes da Billings, as evidéncias de

expressdo génica de vtgA e altos niveis de E> durante o inverno sugerem a presenca de
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xenobi6ticos, atuando como estrogénicos neste reservatério que podem estar interferindo

nos processos reprodutivos de A. fasciatus.

As alteracBes nas diferentes varidveis nas duas estacOes de amostragem de vtgA
podem ser o resultado de uma mistura complexa de contaminantes no meio ambiente. Os
contaminantes podem influenciar a toxicidade de outro composto, resultando em efeitos
interativos, como aditivos, sinérgicos ou antagonicos (Beyer et al., 2014). Uma maneira
eficiente de avaliar os efeitos das misturas é a realizacdo de multiplos estudos, tanto no
campo como no laboratério, para entender mais precisamente como esses compostos sao

capazes de afetar a biota (Sanchez e Porcher, 2009).

E importante reforcar o fato de que os estrogenos, principalmente o E, tem uma
importante acdo na espermatogénese, agindo na proliferacdo mitdtica das
espermatogonias (Schulz et al., 2010). Desta forma, seria perfeitamente previsivel a
presenca de niveis mais elevados deste estrogeno no periodo do inverno, quando
normalmente a espermatogénese tem inicio. No entanto, dados coletados de animais na
Ponte Nova ndo demonstram esta variagcdo, que sO se mostra evidente no reservatorio

hipereutrofico.

Neste estudo, nenhuma alteragéo foi observada na histomorfologia gonadal, mesmo
quando foram encontradas alteracbes em outros biomarcadores de exposicdo em
diferentes niveis de organizacéo, associados a mecanismaos fisiologicos e genéticos. Esses
resultados apontam para mecanismos regulatdrios que minimizam o efeito das alteragdes
observadas nestes biomarcadores em nivel histomorfolégico. Em conjunto, os resultados
encontrados neste estudo sugerem que os EDCs presentes no reservatorio de Billings
influenciaram principalmente os biomarcadores efeitos biolégicos. Segundo Dang
(2016), estudos com biomarcadores de exposicdo e efeito, tais como concentracdo de
vitelogenina, caracteristicas sexuais secundarias e razdao sexual em P. promelas, Oryzias
latipes e D. rerio, mencionam que mudancas nos biomarcadores resultam de um efeito
multifatorial de EDCs. Estes efeitos sdo consequéncias de processos complexos que
podem ser influenciados por fatores biologicos, quimicos, isolados e outras interagdes
sinérgicas. Esta afirmacdo pode ser corroborada neste estudo, pois ap6s a coleta de dados
durante as estagdes, os animais exibiram alteragdes em momentos especificos em
biomarcadores de exposi¢do, possivelmente causados por diferentes contaminantes.
Como afirmado por Cortes et al. (2016), este estudo corrobora e reforca a importancia de

incluir diferentes biomarcadores para avaliar a analise de risco. Além disso, acreditamos
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que a continuacao da reavaliacdo desses riscos deve ser considerada, especialmente em
areas suscetiveis a contaminagdo ambiental ou antropogénica, como locais proximos aos
centros urbanos. Finalmente, os ajustes fisioldgicos observados em machos de lambari,
nos reservatorios poluidos, podem ser decorrentes das taticas reprodutivas desta espécie
que apresenta ampla plasticidade (Giamas et al., 2004; Silva et al., 2010; Prado et al.,
2011).

5. Conclusotes

O uso de diferentes biomarcadores em Vvarios niveis de organizacdo permitiu
descrever as alteracBes nos processos fisiologicos envolvidos na reproducdo em A.
fasciatus e sugerir a presenca e os efeitos dos EDCs em um ambiente natural com alto
grau de eutrofizacdo. As condi¢cdes encontradas na agua do reservatorio de Billings, no
verdo e no inverno, interferiram em biomarcadores de efeitos bioldgicos (concentracdo
plasmatica de T, 11-kt e E») em A. fasciatus. J& no reservatorio de Ponte Nova, em ambas
as estacOes, considerado como referéncia, os biomarcadores analisados ndo diferiram
entre as duas esta¢des do ano, o que pode ser considerada mais uma evidéncia de que
estes animais mantém atividade reprodutiva ao longo das duas estacdes. A presenca de
biomarcadores de exposicdo (expressdo génica de vtgA em machos) sustenta a hipétese
de que a presenca de EDCs no reservatdrio Billings desencadeia respostas estrogénicas
em machos de A. fasciatus, corroborando nossa hipdtese inicial, e que estas respostas
diferem ao longo das estagfes do ano. Desta forma podemos afirmar que 0s
contaminantes presentes neste corpo de agua estdo interferindo na atividade
esteroidogénica em A. fasciatus, mas tanto a plasticidade quanto a estratégia reprodutiva

desta espécie permite a reproducéo.
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Apéndice 1 — Parametros morfométricos e ponderais nos machos adultos de A. fasciatus nos

reservatorios Ponte Nova e Billings (Bororé e Taquacetuba), durante as estagdes de verdo e inverno

(média £ EPM).

A. fasciatus
Ambientes Estacdo i
¢ M,assa Comprimento IGS (%) IHS (%)
corporea (g) total (cm)
Ponte Nova 5 1159+097° 990+033 1,60+025 0,81+0,13
Bororé Verdlo 8 1395+1,19% 10,19+032° 221+054 0,94+0,10
(Billings)
Taquacetuba 11 1586+062" 1116+025 172+028 083+0,05
(Billings)
Ponte Nova 10 9,15+043* 907+017* 1,89+021 0,81+0,06
Borore Inverno 7  8,06+1,15" 837+050" 1,94+042 0,67+0,09
(Billings)
Taquacetuba 11 4,69 +0,30™* 6,81+027"% 263+0,33 0,64+0,10
(Billings)

*#Simbolos representam diferencas estatisticas entre os ambientes na mesma estacéo do ano (p< 0,05).

| etras diferentes representam diferencas estatisticas significativas no mesmo ambiente nas duas

estacdes (p< 0,05). IGS: Indice gonadossomatico; IHS: indice hepatossomatico.
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Capitulo 3

Uso integrado de biomarcadores no estudo da fisiologia reprodutiva de machos de

Hoplias malabaricus em reservatérios poluidos

Resumo

Os ambientes aquéaticos vém sendo afetados com a presenga de contaminantes e
poluentes decorrentes de intensas atividades antropicas. Muitos destas substancias podem
ser considerados compostos desreguladores enddcrinos (EDCs) que tém o potencial de
alterar a reproducdo dos peixes em varios niveis de organizagdo. O objetivo deste estudo
foi avaliar o impacto do grau de eutrofizacdo da &gua dos reservatorios Billings e
Guarapiranga sobre a fisiologia reprodutiva de machos de Hoplias malabaricus,
utilizando-se biomarcadores em diferentes niveis de organizacdo biologica. Machos
adultos foram coletados em diferentes estacfes do ano em trés sitios distintos da mesma
bacia hidrogréafica: o reservatorio de Ponte Nova (PN) considerado ponto de referéncia
pelo estado mais conservado, o reservatério Billings (Bil) nos bracos Bororé e
Taquacetuba e o reservatorio Guarapiranga (Gua) nos bracos Embu-guacu e Barragem,
sendos estes sujeitos a um grande impacto antropogénico. indices bioldgicos, como indice
hepatossomético (IHS) e indice gonadossomético (IGS), histomorfologia gonadal e
biomarcadores, como niveis plasmaticos de testosterona (T), 11-cetotestosterona (11-KT)
e estradiol (E2), bem como expressdo génica hepatica de vitelogenina (vtgA) e horménio
foliculo estimulante (FSH) hipofisario, foram analisados. A expresséo génica da vtgA foi
utilizada como biomarcador de exposicdo a compostos estrogénicos. Os machos
apresentaram testiculos na fase apto a desova e a morfologia testicular ndo diferiu entre
peixes dos reservatorios. O I1GS e IHS foram maiores no ponto Bororé (Bil) durante o
inverno. As condicdes encontradas na agua dos reservatdrios Bil e Gua, principalmente
nos pontos Bororé e Embu-guagu, respectivamente, interferiram em biomarcadores de
efeitos bioldgicos (concentragdo plasmatica de T, 11-KT e E»,) em H. malabaricus. Ja no
reservatorio de PN, considerado como referéncia, os biomarcadores analisados nédo
diferiram entre as duas esta¢des do ano, o que pode ser considerado mais uma evidéncia
de que estes animais mantém a atividade reprodutiva ao longo das duas estacBes. Além
disso, a presenca de biomarcadores de exposicdo (expressdo génica de vtg-A em machos)

sustenta a hipdtese de que o elevado grau de eutrofizagdo nos reservatorios Bil e Gua
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pode desencadear respostas estrogénicas em machos de H. malabaricus e que estas
repostas diferem ao longo das estagdes do ano, sendo mais acentuadas na Bil. Os dados
permitem sugerir que os EDCs presentes neste corpo de agua estdo interferindo na
atividade estrogénica em H. malabaricus, mas ajustes na via esteroidogénica permite a

reproducdo nos ambientes poluidos aqui estudados.

Palavras-chave: Horménio foliculo-estimulante, esteroides gonadais, testiculos, impacto

antropogénico, vitelogenina.
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Abstract

The aquatic environments have been affected by the presence of contaminants and
pollutants due to intense anthropogenic activities. Many of these substances can be
considered as endocrine disrupting compounds (EDCs) that have the potential to alter the
reproduction of fish at various levels of organization. The objective of this study was to
evaluate the impact of the degree of water eutrophication of the Billings and Guarapiranga
reservoirs on the reproductive physiology of Hoplias malabaricus males, using
biomarkers at different levels of biological organization. Adult males were collected in
different seasons of the year in three different sites of the same basin: the Ponte Nova
reservoir (PN) considered the reference point for the most conserved state, the Billings
reservoir (Bil) in the Bororé and Taquacetuba arms and the Guarapiranga reservoir (Gua)
in the Embu-Guagu and Barragem arms, both of which are subject to a great
anthropogenic impact. Biological indexes, such as hepatosomatic index (HSI) and
gonadosomatic index (GSI), gonadal histomorphology and biomarkers, such as plasma
levels of testosterone (T), 11-ketotestosterone (11-KT) and estradiol (E2), as well as
hepatic vitellogenin (vtgA) and pituitary follicle stimulating hormone (FSH) were
analyzed. The gene expression of VTG-A was used as a biomarker of exposure to
estrogenic compounds. Males showed testicles at the spawning stage and the testicular
morphology did not differ among fish from the reservoirs. The GSI and HSI were higher
in the Bororé (Bil) point during winter. The conditions found in the water of the Billings
and Guarapiranga reservoirs, mainly in the Bororé and Embu-Guagu points, respectively,
interfered in biomarkers of biological effects (plasma concentration of T, 11-KT and E»)
in H. malabaricus. In the PN reservoir, considered as a reference, the biomarkers analyzed
did not differ between the two seasons of the year, which may be considered as more
evidence that these animals maintain reproductive activity throughout the two seasons. In
addition, the presence of biomarkers of exposure (gene expression of vtg-A in males)
supports the hypothesis that the high degree of eutrophication in Bil and Gua reservoirs
may trigger estrogenic responses in H. malabaricus males and that these responses differ
from during the seasons, being more pronounced in Bil. The data allow us to suggest that
the EDCs present in this body of water are interfering with estrogenic activity in H.
malabaricus, but this plasticity in the steroidogenic pathway allows reproduction in the

polluted environments studied here.

97
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1. Introducéo

Atividades antrdpicas, como a industrializacdo, a agricultura e a urbanizacao, sao
fontes importantes de poluicdo em ecossistemas aquaticos, principalmente devido a
grande variedade de compostos quimicos que sdo descartados nos esgotos industrial e
domeéstico (Goksgyr, 2006). O crescimento e a reproducdo sdo considerados 0S processos
mais suscetiveis aos estressores ambientais (Goede e Barton, 1990) e o0s peixes sdo
considerados importantes bioindicadores de disturbios reprodutivos causados pelas a¢coes
de varios produtos quimicos (Kime, 1999). Entre os contaminantes que afetam os
processos fisiologicos da biota aquéatica estdo os compostos de desregulacdo enddcrina
(EDCs), que séo definidos como compostos que podem interferir com a sintese, secrecao,
transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de hormonios naturalmente secretados. Um
grande nimero de EDCs presentes em ambientes naturais tem origem na eliminacéo
adequada de esgotos em estacdes de tratamento de aguas residuais (Tan et al., 2007;
Hassell et al., 2016). Os EDCs podem agir em diferentes vias que envolvem muitos
processos fisiologicos, como reproducdo, mimetizando os hormonios estrogénicos
(Vazquez et al., 2009), a diferenciacdo sexual (Baroiller e Guiguen, 2001),
desenvolvimento gonadal (Vested et al., 2014) chegando a induzir a sintese de
vitelogenina em machos (Moncaut et al., 2003; Vetillard e Bailhache, 2006). Também
podem promover alteracbes nas caracteristicas sexuais secundarias, comportamento
reprodutivo, inicio da puberdade, morfologia gonadal, qualidade espermaética, atraso no
desenvolvimento das génadas e inibicdo das respostas aos feromdnios (Moncaut et al.,
2003; Mills e Chichester, 2005; Hued et al., 2013).

Tais alteragcdes ambientais podem afetar os animais nas diferentes fases do ciclo de
vida e os peixes precisam se ajustar as novas condi¢cbes ambientais para sobreviver e se
reproduzir. As respostas as mudangas ambientais dependem das estratégias e taticas
reprodutivas de cada espécie (Agostinho et al., 1999). A estratégia reprodutiva implica o
conjunto de caracteristicas que uma espécie apresenta para garantir a reproducdo bem-
sucedida. No entanto, alteracbes nas condi¢cdes ambientais podem alterar algumas
caracteristicas da estratégia original das espécies, chamadas de taticas reprodutivas, que
variam e possuem um grau diferente de plasticidade dependendo da espécie. Entre as
taticas mais comuns apresentadas pelos peixes, podem ser citadas: uso diferenciado de

substratos energéticos, alteracdo do comprimento da primeira maturacdo; proporcao
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sexual; mudanca no tipo, area e periodo de desova; tipo de desenvolvimento gonadal

(assincrono ou sincrénico em grupo), dentre outras (Wootton, 1989; Vazzoler, 1996).

O impacto da poluicdo em comunidades aquaticas tem sido bem documentado em
varios reservatorios neotropicais (Mangeaud, 1998; Pompeu e Alves, 2003; Cazenave et
al., 2005; Hued et al., 2006; Kirschbaum et al., 2009; Fedato et al., 2010) e muitos estudos
laboratoriais examinaram os efeitos de substancias quimicas especificas na fisiologia de
peixes (Jones e Reynolds, 1997; Robinson et al., 2003; Correia et al., 2010; Simonato et
al., 2011; Nascimento et al., 2012; Vieira et al., 2013).

Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) é uma espécie de peixe Neotropical
essencialmente piscivora, com ampla distribuicdo geografica em todas as bacias
hidrograficas da América do Sul (Fowler, 1950; Godoy, 1975; Oyakawa, 2003)., espécie
abundante no Pantanal, comum em ambientes Iénticos e semi-l6ticos (Uieda, 1984). Esta
espécie é geralmente bem estabelecida em ambientes Iénticos (Oliveira, 1994) e a sua
ampla dispersdo em diferentes locais ocorre devido a sua capacidade de sobreviver em
ambientes hipdxicos e tolerar longos periodos de jejum (Barbieri, 1989). A ampla
distribuicdo de H. malabaricus faz dessa espécie um bom bioindicador (Van der Oost et
al., 2003; Lins et al., 2010), e apresenta o periodo reprodutivo predominantemente nas

estacdes de primavera e verdo (Marques et al., 2001; Gomes et al., 2015).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o impacto da poluicdo dos reservatorios
Billings e Guarapiranga sobre a fisiologia reprodutiva de machos de H. malabaricus,
utilizando-se biomarcadores em diferentes niveis de organizacdo bioldgica. A hipdtese
deste estudo é que o ambiente com elevado impacto de antropizacdo, nos reservatorios
Billings e Guarapiranga ira desencadear respostas estrogénicas em machos de H.

malabaricus e que estas respostas diferem ao longo das estacdes do ano.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Caracterizacdo da area de estudo

A érea de estudo compreendeu os dois reservatérios descritos no capitulo 1, sendo
0 reservatorio de Ponte Nova (PN) considerado como a local referéncia e os bracos
Taquacetuba e Bororeé no reservatério Billings (Bil); e os bragos Embu-guagu e Barragem

no reservatorio Guarapiranga, considerados como os locais impactados.

2.2. Captura dos animais e coleta de amostras

Machos adultos de H. malabaricus, uma espécie carnivora, foram coletadas nos
locais previamente descritos. Os procedimentos de captura dos animais e amostragem dos
tecidos (Figura 1) foram descritos no Capitulo 2. O nimero de individuos coletados por

estacdo em cada ambiente € apresentado no Apéndice 1 e esse foi o n utilizado em todas

as andlises realizadas no presente estudo.

Figura 1 — Machos adultos de H. malabaricus coletados nos reservatérios Ponte Nova, Guarapiranga
(Embu-guacu e Barragem) e Billings (Bororé e Taquacetuba) durante as estacdes de inverno e verao.

(A) registro da massa total; (B) registro do comprimento total e (C) coleta de sangue.

2.3. Analise histoldgica do tecido gonadal
As analises histoldgicas dos testiculos foram realizadas seguindo o protocolo ja
descrito no capitulo 2. A identificacdo das fases reprodutivas foi realizada de acordo com
a nomenclatura proposta por Brown-Peterson et al. (2011).

2.4. Andlise da concentracgdo plasmatica dos esteroides gonadais
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Os niveis plasmaticos de 17p-estradiol (E2) 11 cetotestosterona (11-KT) e
testosterona (T) nos machos, foram quantificados pela técnica de ELISA com o emprego
de kits comerciais (Cayman Chemical Company, Michigan, USA), previamente
validados em Hoplias malabaricus (Gomes et al., 2015). Todas as amostras de plasma
foram analisadas em duplicatas e seguindo as instrucdes especificas de cada kit. Ao final
de cada ensaio, a absorbancia das amostras foi analisada em 405 nm com um leitor de

microplaca (Spectra Max 250 Molecular Devices) e os resultados expressos em pg mil=,

2.5. Andlise da expressdo génica
2.5.1. Extracdo de RNA total

A extracdo de RNA total dos fragmentos dos orgédos (hipéfise e figado) de H.
malabaricus, foi realizada com Trizol para os dois tecidos, pelo método de extracdo por
fenol-cloroférmio proposto por Chomzynski e Sacci (1987) e foram realizadas seguindo

0 protocolo descrito no capitulo 2.

2.5.2. Sintese de cDNA

O cDNA de cada amostra de RNA utilizado nas reag0es de RT-PCR foi
sintetizado por meio da incubacdo de 1000 ng de RNA total e foram realizadas seguindo

o0s protocolos descritos no capitulo 2.

2.5.3. Desenho dos primers fshb e vtg

Para a clonagem dos cDNAs dos genes fshb e vtg em H. malabaricus, o desenho
de primers degenerados ou iniciadores degenerados para 0 RT-gPCR, foram projetados a
partir de regiGes altamente conservadas das sequéncias nucleotidicas de fshb e vtgA,
identificado ap6s multiplos alinhamentos das sequéncias disponiveis de espécies de
teledsteos das ordens Siluriformes e Characiformes obtidas no GenBank e por meio do
software de alinhamento Jalview (http://www.jalview.org) (Waterhouse et al., 2009).
(fshb: N° de acesso. JQ045707.1, XM_022667102.1, KJ544557.1, KC867349.1,
XM _017703523.1, NM_001200079.1, XM _026937645.1, MF373411.1, KP036408.1,
KF998583.1, KF573627.1, XM 027137127.1, XM _027137126.1, AF324541.1,
AF112192.1, AF112191.1, NM_001200080.1, HP589734) e (vtgA N° de acesso.
XM_022669752.1, XM_007233156.3, XM_022679416.1, @ XM_026922653.1,
XM_026919616.1, XM_026915196.1, EU138884.3, XM_017702244.1,
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XM_027017401.1, XM_027160207.1, XM_027160506.1, @ XM_027170057.1,
XM_027160502.1, XM_027148677.1).

Os resultados do alinhamento obtidos foram analisados utilizando-se a interface

Nucleotide BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para a verificacdo de

homologia com as sequéncias de outros genes no GenBank e a ferramenta OligoAnalyzer

do IDT (https://eu.idtdna.com) para analizar: 1) propriedades fisicas da sequéncia do

primer: comprimento do primer, conteddo GC, temperatura de fusdo, coeficiente de
extin¢do, peso molecular, pg / DO e nmoles / OD; 2) HAIRPIN: que prevé estruturas
secundarias do primer, usando o algoritmo mFold (desenvolvido pelo Dr. Michael
Zuker); 3) SELF-DIMER: para relatar possiveis duplexes e suas estabilidades quando o
primer se hibridiza; 4) HETERO-DIMER: examina possiveis duplexes quando o primer
puder recorrer a qualquer sequéncia de destino. Tendo em consideragdo todos esses
parédmetros, se escolheram 2 primers degenerados para fshb e 3 primers degenerados para
VtgA, as quais foram sintetizados por Thermofisher S.A. (Invitrogen). As sequéncias
primarias de pares de primers degenerados (Tabela 1) para o PCR convencional foram as

seguintes:

Tabela 1 — Relacdo dos primers para PCR convencional dos genes fshb e vtgA para H. malabaricus.

Seja: F, forward e R, reverse.

Primer Sequéncia 5'— 3~

fshb F1 5-CAG AAC ACCTGT AACTTC AGG G -3'
fshb R1 5-GTGTTACACTGG CTGCACT -3

fshb F2 5'- CAA CAT CTC CAT CAC CGT GG -3
fshb R2 5-CCT GAAGTTACAGGTGTTCTG G -3

vtg F1 5-TGAGAGCTGTTGTGCTTG C -3

vtg R1 5-CTG ATG AGA ACCTTG CTG CTG -3
vtg F2 5-TGA GGT TGG TGT GAG AAC TG -3'
vtg R2 5'-GTT GGC AAA AGC AATTTC CTG -3
vtg F3 5'- GCA CAG AGG TAT CCT CAA CAT -3
vtg R3 5'-GAG TTC CAG CCT CAT GCA -3

A seguir foram realizadas rea¢des de PCR convencional para avaliar se os primers

acima citados amplificariam os produtos de interesse. As condi¢fes especificas das
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reacdes de amplificacdo foram padronizadas a partir das condicdes padrdo de enzima Taq
DNA polimerase (EP0402, Invitrogen Life Technologies): S5uL de Taq Buffer (10X) com
2,5 uL MgClz (25mM), 35,75uL de 4gua, 1 pL de Solucdo Mix de desoxinucleotideo
(ANTP) com 10 nM para cada dNTP, 1 uL de cada primer (0,2 uM) e 0,25 uL de taq
DNA (1,25 U) Polimerase (Invitrogen). Para isso, foi utilizado gradiente de temperatura
95°C por 3 min, seguido de ciclagem de 95°C por 30 seg, temperatura de anelamento de

60°C por 30seg, 72°C por 60 seg e a extensdo final de 72°C por 10 min, por 35 ciclos.

Os produtos destas reacdes de PCR convencional foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo em tampéo 1X Tris-
borato-EDTA (TBE). O volume de 7ul de cada produto de PCR (50 uL) foi aplicado no
gel juntamente com 3 uL de loading buffer 6X (Invitrogen). A eletroforese foi realizada
a 120 V por 30 min e, a seguir, o gel foi analisado em transiluminador sob exposicéo a

luz ultravioleta.

2.5.4. Andlises de expressao génica - PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

Os ensaios de PCR quantitativa (QPCR) em tempo real foram realizadas no
equipamento Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR Systems com SDS Software
(Life Technologies, USA), pertencente ao Centro de Tecnologias Avancadas em
Genbmica 1Q — USP, coordenado pela Profa. Dra. Aline Maria da Silva. Para a
quantificacdo dos produtos formados durante a reacdo de gPCR foi utilizado o reagente
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) e foi realizada seguindo o
protocolo descrito no capitulo 2.

Ao final do processo de validagéo, os primers que melhor se enquadraram nos
critérios avaliados foram escolhidos (Tabela 2) e utilizados nas rea¢bes de gPCR do

estudo, seguindo o protocolo descrito no capitulo 2.
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Tabela 2 — Relacdo dos primers, tamanho do amplicon, replicabilidade da reacdo e eficiéncia de

amplificacdo de transcritos analisados por RT-gPCR em H. malabaricus. Seja: F, forward e R, reverse.

Primer Sequéncia 5°'— 3’ Amplicon R? Eficiéncia
(pb) (%) (E)

fshb F1 CAG AAC ACC TGT AACTTC AGG G 125 1,000 1,956°

fshb R1 GTGTTACACTGGCTGCACT

vtg F1 TGAGAGCTGTTGTGCTTG C 181 1,000 1,9122

vtg R1 CTG ATG AGAACCTTG CTG CTG

elfa F TGG TACCTC TCAGGCTGAC 121 1,000 1,9982

elfa R ACC AAG GGT GAA GGC CAG

2Eficiéncia obtida com cDNA diluido 10 vezes, equivalente a 8,33 ng/ul para vtg e 10ng/ul

para fshb.

2.5. Andlises estatisticas

Os resultados foram comparados e expressos pela média + erro padrdo da média
(EPM). As respostas fisioldgicas foram analisadas com base em dois fatores: 1) grupos
experimentais: reservatorios Billings (pontos Taquacetuba e Bororé); Guarapiranga
(Barragem e Embu-Guacu) e Ponte Nova; 2) Estagdes do ano: inverno (julho/agosto de
2017) e verdo (janeiro de 2018). Foi aplicado o teste de Analise de Variancia (two way -
ANOVA), seguindo de testes de normalidade e homogeneidade de variancia. Quando
cumpriam os requerimentos de uma analise paramétrica, os resultados foram comparados
com testes de comparac¢des multiplas post-hoc Student-Newmann-Keuls (SNK). Para os
dados que ndo cumpriram esses requerimentos, o teste Kruskal-Wallis foi aplicado (Zar,
1999). Em todos os casos, o nivel de significancia de P< 0,05 foi considerado como
estatisticamente significativo. As andalises foram realizadas com o software GraphPad
Prism 8.1 (San Diego, CA, USA).
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3. Resultados

3.1. Parametros ponderais, morfométricos e indices somaticos
O comprimento total e a massa corporea dos animais coletados ndo apresentaram
variacfes durante as duas estacBes (p<0.05) e comparando-se 0s trés reservatorios,
(Apéndice 1).

Os indices somaticos IGS e IHS no inverno foram mais elevados no ponto Bororé
(0,24 £ 0,03 e 1,45 + 0,11; respectivamente) (Figura 2). Os machos de H. malabaricus
coletados no braco Bororé da Billings apresentaram IGS mais elevados que os animais
coletados no Taquacetuba (P = 0,018) e o IHS dos animais coletados em Bororé foi mais
elevado que os animais coletados no brago Embu-guacu (Gurapiranga) (P = 0,007)
durante o inverno. Nos machos dos demais reservatérios, ndo foram observadas variacfes
do IGS e IHS durante as estagdes (p>0.05) (Figura 2 A, B).

A
IGS
0.3 *
= Ponte Nova
E=m  Guarapiranga - Embu-guacgu
0.2+ mm  Guarapiranga - Barragem
% == Billings - Bororé
mm  Billings - Taquacetuba
0.1+
Inverno Veréo
B
IHS

Ponte Nova

2.0

Guarapiranga - Embu-guacu
Guarapiranga - Barragem

Billings - Bororé

1100

Billings - Taguacetuba

Inverno Veréo

Figura 2 — Indices Gonadossomatico (A), Hepatossomatico (B) nos machos adultos de H. malabaricus
nos reservatérios Ponte Nova, Guarapiranga (Embu-guagu e Barragem) e Billings (Bororé e
Taquacetuba), durante as estacdes de inverno e verdo. Os dados estdo expressos como média + erro
padrdo da media. *Simbolos representam diferengas estatisticas entre os ambientes na mesma estacéo
do ano (p< 0,05).
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Em relacdo a dinamica testicular, foram observados espermatozoides durante as
duas estacOes estudadas (Figura 3) e, desta forma, os machos foram classificados na fase
apta a desova (Tabela 3). Os estagios da espermatogénese, espermaétides e
espermatozoides, assim como a presenca de cistos espermatogénicos foram encontrados
ao longo de todo o testiculo nas duas estacdes (Figura 3), evidenciando que diferentes

parcelas de espermatozoides sdo recrutadas na espermatogénese.

No verdo (Figura 3 F, G e |) foi observada a fase apta a desova, na qual o animal ja
completou o desenvolvimento gonadal e esta fisiologicamente preparado para reproduzir.
Os testiculos sdo grandes e firmes, e os espermatozoides sdo detectados no lumen dos
I6bulos ou nos ductos espermaticos. Todos 0s estagios da espermatogénese podem ser
observados, assim como a presenca de cistos ao longo de todo o testiculo. Nesta estacao,
alguns animais também se encontravam na fase de regressdo (Figura 3H e J), os testiculos
sdo pequenos e flacidos, podem ser detectados espermatozoides residuais no limen dos
I6bulos e ductos espermaticos. Tambem sdo observados cistos proximos a periferia

(Figura 3G), apresentando espermatides e espermatozoides (Figura 3A-B).

No inverno (Figura 4 A - B) foi observada a fase de apto a desova e de regressao,
da mesma forma que no verdo. A morfologia dos testiculos foi igual nas duas estagdes e

ndo teve variacao entre pontos de coleta.
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Tabela 3 — Fases reprodutivas dos machos adultos de H. malabaricus nos reservatdrios Ponte Nova,
Guarapiranga (Embu-guacu e Barragem) e Billings (Bororé e Taquacetuba), durante as estacdes de

inverno e verdo

H. malabaricus

Ambientes Estacdo n Apto a

Histologia desova ()  Regressdo (%) Regeneragio (%)

Ponte Nova 3 2 66,67 1 33,33 0 0,00
(El?itljlri(rjlzges) 9 3 33,33 5 55,56 1 1111
Taquacetuba
(Billings) Inverno 5 83,33 0 0,00 1 16,67
(Gt?aartarSingr:ga) 7 5 7143 2 28,57 0 0,00
(E’J‘a?:pﬁ;ﬁ‘é‘;) 11 11 10000 0 0,00 0 0,00
Ponte Nova 3 1 3333 2 66,67 0 0,00
(BBi?ﬁﬂges) 7 3 42,86 2 28,57 2 28,57
T"E‘g‘fﬁ‘fﬁ;z)ba Verio 3 2 66,67 1 33,33 0 0,00
(Gfaig;?ﬁi?ga) 7 6 200,00 1 33,33 0 0,00
Embu-Guacu 5 3 60,00 2 40,00 0 0,00

(Guarapiranga)

(%): Porcentagem das fases reprodutivas.
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Figura 3 — Andlise histoldgica dos testiculos de H. malabaricus nos reservatérios Ponte Nova
(referéncia) e impactados Billings (Taquacetuba e Bororé) e Guarapiranga (Barragem e Embu-guagu),
durante as estacOes de inverno e verdo. A) Inverno no reservatério PN; B) Inverno no reservatorio Bil
(Bororé); C) Inverno no reservatorio Bil (Taquacetuba); D) Inverno no Reservatério Gua (Barragem);
E) Inverno no Reservatério Gua (Embu-guacu); F) Verdo no reservatério PN; G) Verdo no
reservatorio Bil (Bororé); H) Verao no reservatdrio Bil (Taquacetuba); I) Verdo no Reservatorio Gua
(Barragem); J) Verdo no Reservatorio Gua (Embu-guacu). A fase de desova (B-D, F, G, | e K), fase
em desova (A, E, H e J), mostrando redugdo da espermatogénese. Intersticio (asterisco),
espermatocitos (Et), espermatozoides (Ez) e limen testicular (Lu). Coloragdo H-E. n = 5 animais por
ambiente em cada estacOes, com excepcdo de PN (n = 2, no inverno e n = 3, no verdo) e Bil
(Taquacetuba) (n = 3, no verdo). Escala: Barra: 25um.Apto & desova (A, B, C e E, F) e em regressdo
(D), mostrando reducdo da espermatogénese e espermatozoides residuais. Intersticio (asterisco),
espermatocitos (Et), espermatozoides (Ez) e limen testicular (Lu). Coloragdo H-E. n = 5 animais por

ambiente em cada estacdo. Escala: Barra: 25um.
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Figura 4 — Andlise histol6gica dos testiculos de H. malabaricus nos reservatdrios Ponte Nova
(referéncia) e impactado Guarapiranga. Mostrando a maior tamanho o contraste entre as duas estagdes
de inverno e verdo. A) A fase de desova e fase em regressdo no inverno no reservatorio Gua
(Barraguem); B) A fase de desova e fase em regressdo no verao no reservatorio Gua (Barraguem).
Espermatozoides (Ez), espermatozoides residuais (*) e lumen testicular (Lu). Coloracdo H-E. n =5
animais por ambiente em cada estacdes. Escala: Barra: 25um.
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3.2. Concentracao plasmatica dos esteroides gonadais

Nos machos de H. malabaricus a concentracdo plasmatica de T foi maior nos
animais coletados no ponto Bororé no verdo quando comparados a estagdo do inverno (P
= 0,002). Este mesmo andrdgeno foi mais elevado nos animais coletados na Barragem
guando comparados com aqueles coletados no ponto Taquacetuba (P = 0,016) no inverno.
Ja durante a estacdo do verdo, a concentracdo plasmatica de T foi mais elevada nos
animais coletados no ponto Bororé (P = 0,002), Barragem (P = 0,019) e Embu-guacu

(0,001) do que aqueles coletados na Ponte Nova (Figura 5A).

A concentragdo plasmatica de 11-KT seguiu um perfil muito semelhante aquele da
T, com maior concentracdo no plasma dos animais coletados no verdo em relacdo ao
inverno nos animais do ponto Bororé (P = 0,001). Valores mais elevados de 11-KT
também foram obtidos no verdo nos animais coletados no ponto Embu-guagu quando
comparados a Ponte Nova (P = 0,015). Concentracdes mais elevadas de 11-KT também
foram encontradas no plasma dos animais coletados no ponto Bororé em relacdo aos
animais coletados nos pontos Taquacetuba (P = 0,007), Barragem (P = 0,001) e Ponte
Nova (P = 0,004) no veréo (Figura 5B).

Os machos amostrados no ponto Embu-guacu apresentaram maior concentragdo
plasmética de E2 no verdo quando comparados com aqueles coletados no inverno (P =
0,001). No ponto Bororé, o perfil foi oposto, com maior concentracdo plasmatica de E»
no inverno comparando-se a estacdo do verdo (P = 0,001). A concentracdo de E> foi mais
elevada nos animais coletados no ponto Bororé comparando-se a todos os outros pontos
de coleta durante o inverno (P = 0,009 em Ponte Nova; P = 0,003 em Taquacetuba; P =
0,001 em Barragem e P = 0,001 em Embu-guacu). No verdo, a concentracdo de E» foi
mais elevada nos animais coletados no ponto Embu-guacu quando comparados copm

aqueles coletados em Barragem (P = 0,006) e Ponte Nova (P = 0,001) (Figura 5C).
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3.3. Expressdo génica de vtgA e fshb

Os niveis expressao de fshb em H. malabaricus foram maiores no verao nos machos
amostrados em Taquacetuba (P = 0,034) e Embu-guacu (P = 0,001) quando comparados
com os animais amostrados no inverno. E durante a esta¢do do veréo, os animais coletados
no ponto Embu-guagu apresentaram maiores niveis de expressdo de fshb do que os
animais coletados na Ponte Nova (P = 0,001), Bororé (P = 0,001), Taquacetuba (P =
0,003) e Barragem (P = 0,001) (Figura 6A).

Os niveis de expressdo de vtgA foram maiores no inverno em relagdo ao verao nos
animais coletados no ponto Bororé (P = 0,001). E durante a estacdo de inverno, os animais
coletados no ponto Bororé apresentaram maiores niveis de expressdo de vtgA do que 0s
animais coletados na Ponte Nova (P = 0,008) e Taquacetuba (P = 0,001). Os animais de
Embu-guacgu apresentaram os niveis de expressdo de vtgA mais elevados do que os
animais coletados no ponto Taquacetuba (P = 0,009) no inverno. Durante o verdo, 0s
animais coletados no ponto Embu-guagu apresentaram maiores niveis de expresséo de
vtgA do que os animais coletados na Ponte Nova (P = 0,035), Bororé (P = 0,001) e
Taquacetuba (P = 0,001) (Figura 6B). Durante o inverno, os animais coletados no ponto
Barragem apresentaram os niveis de expressao de vtgA mais elevados do que 0s animais
coletados no ponto Bororé (P = 0,025) e Taquacetuba (P = 0,021) (Figura 6B).
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Figura 5 — Concentracdo plasmatica de T (A), 11-kt (B) e E2 (C) nos machos adultos de H.
malabaricus nos reservatérios Ponte Nova, Guarapiranga (Embu-guacu e Barragem) e Billings
(Bororé e Taquacetuba), durante as estacfes de inverno e verdo. Os dados estdo expressdes como
média + erro padrdo da média. “Simbolos representam diferencas estatisticas entre os ambientes na
mesma estacdo do ano (p< 0,05). ?®Letras diferentes representam diferencas estatisticas significativas
no mesmo ambiente nas duas esta¢des (p< 0,05).
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Figura 6 - Expressdo relativa do mRNA para fshb (A) e vtgA (B), nos machos adultos de H.
malabaricus nos reservatérios Ponte Nova, Guarapiranga (Embu-guacu e Barragem) e Billings
(Bororé e Taquacetuba), durante as estagdes de inverno e verdo. Os dados estdo expressos como média
+ erro padrdo da média e foram calibrados em relacdo & média dos espécimes coletados no reservatério
Ponte Nova (coluna branca). “Simbolos representam diferencas estatisticas entre os ambientes na
mesma estacdo do ano (p< 0,05). ®®Letras diferentes representam diferencas estatisticas significativas
no mesmo ambiente nas duas estagdes (p< 0,05).
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4. Discussao

4.1. Parametros reprodutivos de H. malabaricus

As téticas reprodutivas dependem da interacdo entre 0 ambiente e as respostas
genéticas, fisioldgicas, comportamentais e ecoldgicas de cada individuo para manifestar
a estratégia reprodutiva (Potts e Wootton, 1984). H. malabaricus apresenta cuidado
parental, desova mais de uma vez, em uma temporada reprodutiva limitada ao periodo de
primavera e verdo e 0s ovos sdo depositados em ninhos construidos no fundo dos rios,
sem grandes exigéncias com relacdo ao tipo de substrato (Marques et al., 2001). Contudo,
no presente estudo, 0os machos nos reservatorios parecem ter uma desova do tipo
parcelada, confirmada pela presenca predominante de espermatozoides ao longo das duas
estacdes de coleta. Segundo Barbieri (1989), na represa de Monjolinho em Séo Carlos,
SP, H. malabaricus apresenta periodo reprodutivo nos meses de setembro e outubro e
desova do tipo parcelada. Estudos iniciais de Azevedo e Gomes (1943) e Caramaschi
(1979) verificaram que a traira inicia a desova em novembro e se estende até fevereiro
em Pirassununga, SP e até marco na represa do rio Pardo em Botucatu, SP. Esse periodo
relativamente longo de reproducdo é explicado por Eustaquio (2009) como uma estratégia
importante para a sobrevivéncia das espécies de peixes frentes as condi¢Bes
desfavoraveis. Desta forma, os dados do presente trabalho sdo corroborados por estudos
com esta espécie, que registram desova do tipo parcelada em ambientes represados,

apresentando capacidade de se ajustar as novas condicdes.

O IGS e IHS podem ser considerados importantes indicadores no processo
reprodutivo, sendo relacionados ao aporte de substratos energéticos (Sayer et al., 1995).
Apesar de apresentarem elevacdo apenas no ponto Bororé durante o inverno, esta
diferenca ndo pode ser atribuida somente ao processo reprodutivo, uma vez que a
ocorréncia de desova parcelada nos reservatérios PN, Bil e Gua pode estar relacionada a
elevada e constante disponibilidade de alimento no ambiente. As caracteristicas da
qualidade da agua exercem muita influéncia na utilizacdo das reservas energéticas pelos
animais (Gomes, 2016), e € importante destacar o sucesso de captura foi menor em
algumas coletas, impossibilitando a obtencdo de um nimero amostral maior, fato também

observado por Eustaquio (2009).

A variabilidade quanto ao periodo reprodutivo de uma espécie de peixe, em

diferentes ambientes, tem sido explicada como decorrente da influéncia de fatores
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abidticos (Vazzoler e Menezes, 1992; Silvano et al., 2003; Alvarenga et al., 2005).
Segundo Vazzoler (1996), apos uma espécie ter atingido a maturidade sexual, variaveis
ambientais como a temperatura, o fotoperiodo e a precipitacdo, passam a atuar sobre 0s
individuos de modo que as condi¢Bes na época de desova sejam as mais favoraveis
possiveis, para a sobrevivéncia e o crescimento da prole. Historicamente, no inverno o
indice pluviométrico € menor e o verdo compreende a estacdo chuvosa (INMET, 2018)
na regido onde este trabalho foi desenvolvido. As inundagdes provocadas pela alta
pluviosidade resultam em aumento da disponibilidade de nutrientes, facilitando a
reproducdo, bem como a sobrevivéncia das larvas (Vazzoler e Menezes, 1992). O
aumento do aporte de nutrientes pode estar relacionado ao maior desenvolvimento de fito
e zooplancton, bactérias e fauna de invertebrados, importantes fontes alimentares para as
larvas e jovens da traira. Uma relagdo direta entre a reproducdo e o periodo chuvoso foi
observada para a traira por Caramaschi (1979) e Barbieri (1989), o que sugere a influéncia
do aumento da pluviosidade sobre a desova da espécie. Azevedo e Gomes (1943) e Paiva
(1974) sugeriram que a traira desova independentemente da época de chuvas, mas que o
aumento da precipitagdo pluviométrica influencia o processo. Nos rios, com as chuvas,
h& um aumento do nivel da 4gua, deixando a vegetacdo submersa, 0 que proporciona uma
area favoravel a desova e beneficios as larvas e jovens com alimento e protecdo contra
predadores (Ledo et al., 1991)

Os resultados deste trabalho corroboram os dados de estudos anteriores de que H.
malabaricus tem alta plasticidade reprodutiva (Marques et al., 2001), com desova no
inverno e no verdo nos locais analisados. Adicionalmente, estudando fémeas desta
espécie, Gomes et al. (2015) descreve que H. malabaricus tem desenvolvimento gonadal
do tipo sincrénico em grupo, com mdltiplas desovas, limitadas a primavera e verdao. No
entanto, nossos dados mostram que nos reservatérios estudados H. malabaricus esté apta

a reproducdo também no inverno.
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4.2. Expressao génica de vtgA e fshb e niveis plasmaticos de esteroides gonadais de

H. malabaricus.

No presente estudo, a fisiologia reprodutiva de H. malabaricus foi estudada
utilizando-se biomarcadores relacionados a maturacdo gonadal, para avaliar os efeitos da
diminuigdo da qualidade da &gua dos reservatorios Billings e Guarapranga neste processo.
Biomarcadores moleculares, tais como expressao génica de fshb e vtgA, a concentracédo
plasmatica de E2, T e 11KT, e caracteristicas morfoldgicas, como morfologia gonadal,
geraram respostas diferentes, mostrando que 0s peixes possuem varias habilidades

regulatorias, mesmo em condi¢fes ambientais adversas.

E importante destacar que no reservatorio de Ponte Nova, considerado como
referéncia os biomarcadores analisados ndo diferiram entre as duas estacdes do ano, 0 que
pode ser considerada mais uma evidéncia de que estes animais mantém atividade
reprodutiva ao longo das duas esta¢des. No ponto Taquacetuba (Bil) e no ponto Embu-
guacu (Gua) os niveis dos transcritos de fshb foram mais elevados no verdo, periodo em
que ocorreu um intenso processo de espermatogénese (Schulz et al., 2010). Paralelamente
ao aumento dos niveis de fshb, também observamos que machos de H. malabaricus
apresentaram niveis elevados de T e 11-KT também no verdo, mas apenas no ponto
Bororé (Bil). E sabido que o FSH é um potente indutor da esteroidogénse gonadal (Schulz
et al., 2010) e nossos dados evidenciam que o aumento da expressdo de fshb nos animais
coletados no verdo em pontos especificos da Bil e Gua, estdo acompanhados de um
aumento da concentragdo plasmaética de T e 11-KT em alguns destes pontos. No entanto,
0 experimento realizado ndo permite estabelecer uma relacdo da expressdo desta
gonadotropina e os niveis plasmaticos destes andrdgenos. As variagcdes na concentracdo
de andrdgenos plasmaticos e expressdo de fshb em H. malabaricus ocorreram
principalmente no verdo, periodo no qual a espermatogénese estd mais ativa.
Adicionalmente, estas variagfes foram mais evidentes nos pontos de coleta dos

reservatorios Billings e Guarapiranga, classificados de meso a eutroficos nesta estacao.

Assim como observado em A. fasciatus (capitulo 2), a expressdo génica da VtgA,
biomarcador da exposicdo a contaminantes de acdo estrogénica mostrou alteracdes em
machos em estacdes distintas. Machos apresentam o gene que expressa vtg-A, no entanto
esta glicolipofosfoproteina ndo tem funcdo nestes animais, haja vista que a vitelogénese
ndo é um processo fisiologicamente relevante em machos. Os dados apresentados neste

estudo mostram que 0s niveis de expressdo de vtg-A nos animais coletados na Ponte Nova
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ndo se alteraram entre as estacfes, 0 que seria esperado em ambiente referéncia. No
entanto, no ponto Bororé (Bil), na estacdo do inverno, os niveis de expressdo de vtgA
foram mais elevados que no verdo, sugerindo a presenca de compostos de acdo
estrogénica, que poderiam estar desencadeando esta resposta, haja vista que os niveis de
E> nestes animais sdo mais altos no inverno em relacéo ao verdo, também neste ponto da
Billings. E importante destacar também que durante o verdo, os niveis de expresséo de
vtg-A no ponto Embu-guacu (Gua) foram mais elevados em relagcdo a PN, mas ndo variou
entre as estacdes, mas os niveis plasmaticos de E2 nos animais coletados no ponto Embu-

guacu foram mais elevados no verdo em relagdo ao inverno.

Uma analise conjunta dos dados de vtgA com a concentracdo plasmatica de E>
mostram que este estrogeno se eleva no plasma dos animais da Billings (ponto Bororé)
no inverno, fato que ndo ocorreu na Ponte Nova. Gomes et al. (2015) e Tolussi (2016)
estudando A. fasciatus no reservatorio Billings (ponto Taquacetuba) mostraram uma
relacdo entre a presenca de EDCs e a expressdo de vtgA. Embora os machos parecam
ajustar seu ciclo a diferentes ambientes da Billings, as evidéncias de expressao génica de
vtg-A e altos niveis de E2 durante o inverno sugerem a presenca de xenobidticos, atuando
como estrogénicos neste reservatorio que podem estar interferindo nos processos
reprodutivos de H. malabaricus. A presenca destes EDCs também pode explicar a
concentracdo mais elevada de androgenos na Billings (ponto Bororé), no verdo em relacao

ao inverno, e em relacdo aos animais amostrados na Ponte Nova.

E importante reforcar o fato de que os estrégenos, principalmente o E, tem uma
importante acdo na espermatogénese, agindo na proliferacdo mitdtica das
espermatogonias (Schulz et al., 2010). Desta forma, seria perfeitamente previsivel a
presenca de niveis mais elevados deste estrogeno no periodo do inverno, quando
normalmente a espermatogénese tem inicio. No entanto, dados coletados de animais na
Ponte Nova ndo demonstram esta variacdo, que s6 se mostra evidente no ponto Bororé
(Bil).

Neste estudo, apesar das alteragdes nos biomarcadores, havia espermatozoides nos
testiculos em todos os pontos de coleta e nas duas estacdes do ano. Esses resultados
apontam para mecanismos regulatdrios que minimizam o efeito das alterag@es observadas
nestes biomarcadores, em nivel histomorfoldgico. Em conjunto, os resultados
encontrados neste estudo sugerem que os EDCs presentes na Billings influenciaram

principalmente os biomarcadores efeitos bioldgicos.

119



Os animais exibiram alteracGes em biomarcadores de exposicdo em momentos
especificos, possivelmente causados por diferentes contaminantes. Estes contaminantes
podem influenciar na toxicidade de outros compostos, resultando em efeitos interativos,
como aditivos, sinérgicos ou antagénicos (Beyer et al., 2014). Como afirmado por Cortes
et al. (2016), este estudo corrobora e reforca a importancia de incluir diferentes
biomarcadores para avaliar a analise de risco. Diante deste contexto, acreditamos que na
continuagcdo da reavaliacdo desses riscos, outras analises devem ser consideradas,
especialmente em &reas suscetiveis as variacBes de contaminacdo ambiental ou

antropogénica, como locais proximos aos centros urbanos.

5. Conclusoes

O uso de diferentes biomarcadores em varios niveis de organizacdo permitiu
descrever as alteragBes nos processos fisioldgicos envolvidos no processo de maturacao
gonadal em H. malabaricus e sugerir a presenca e os efeitos dos EDCs no ponto Bororé,
ambiente impactado, durante o inverno. As condi¢cdes encontradas na agua dos
reservatorios Billings e Guarapiranga, principalmente nos pontos Bororé e Embu-guacu,
respectivamente, interferiram em biomarcadores de efeitos bioldgicos (concentracéo
plasmética de T, 11-KT e E»,) em H. malabaricus. Ja no reservatério de Ponte Nova,
considerado como referéncia, os biomarcadores analisados ndo diferiram entre as duas
estacdes do ano, o que pode ser mais uma evidéncia de que estes animais mantém a
atividade reprodutiva ao longo das duas estagcdes. Além disso, a presenca de
biomarcadores de exposicao (expressdo génica de vtg-A em machos) sustenta a hipotese
de que os EDCs nos reservatorios Billings e Guarapiranga podem desencadear respostas
estrogénicas em machos de H. malabaricus corroborando nossa hipétese inicial, e que
estas respostas diferem ao longo das esta¢Ges do ano, sendo mais acentuadas na Billings.
Os dados permitem sugerir que os EDCs presentes neste corpo de agua estdo interferindo
na atividade estrogénica em H. malabaricus, mas ajustes na via esteroidogénica permitem

a reproducdo nos ambientes poluidos aqui estudados.
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Apéndice 1 — Parametros morfométricos e ponderais nos machos adultos de H. malabaricus nos

reservatorios Ponte Nova, Guarapiranga (Embu-guacu e Barragem) e Billings (Bororé e Taquacetuba),

durante as estacGes de inverno e verdo (média + EPM).

H. malabaricus

Ambientes Estagdo . Comprimento 0 0
n  Massa corpérea (g) total (cm) IGS (%) IHS (%)
Ponte Nova 2 351,61+11,39  32,00+0,00 0,13+005  0,82+0,01
Bororé 9 587,22 +28,10  3644+074 024+003* 145+0,11*
(Billings)
Taquacetuba 6 52333+2528  3557+068 0,13+0,02*  1,03+0,08
(Billings) Inverno
Barragem 7 706,43 +90,82  3643+125  0,15+001 1,13 +0,09
(Guarapiranga)
Embu-Guacu *
(Guarapirange) 10  53450+20,13  34,10+056 0,18+001  0,91+0,06
Ponte Nova 3 470,00 £20,82 3483+093 010+001  059+0,24
Borore 7 630,03 +46,07 3754+090  018+0,02  1,09+0,18
(Billings)
Taquacetuba 3 580,00 + 12,58  3627+0,65  0,13+0,02  0,85+0,23
Barragem 7 814,29 +129,47 37,67+156  020+0,02 0,93 +0,07
(Guarapiranga)
Embu-Guagu 5 633,00+8592 3410+133  020+003 0,980,090

(Guarapiranga)

*Simbolos representam diferencas estatisticas entre os ambientes na mesma estacdo do ano (p< 0,05).

IGS: indice gonadossomatico; IHS: indice hepatossomatico.
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Discussao geral

1. Discusséao geral

Um dos principais aspectos que refletem a ajustes de uma espécie as condicdes
impostas pelo ambiente € o processo reprodutivo (Marques et al., 2001). Segundo
Vazzoler (1996), informagdes acerca do processo reprodutivo sdo importantes, pois o
sucesso obtido por qualquer espécie é determinado pela capacidade de seus integrantes
reproduzirem em ambientes varidveis, mantendo populagfes vidveis. Nos reservatorios,
0 processo de eutrofizacdo tem resultado em desequilibrios ecoldgicos com efeitos
negativos para a biota, além da intensa degradacdo da qualidade da agua (Moschini-
Carlos et al., 2010). Atualmente, os reservatorios localizados em diferentes regides
metropolitanas do mundo estdo submetidos a inUmeras pressdes antropicas (Tundisi e
Matsumura-Tundisi, 2008). No presente estudo, a fisiologia reprodutiva de machos de A.
fasciatus e H. malabaricus foi estudada utilizando-se biomarcadores relacionados a
maturacdo gonadal, para avaliar os efeitos da diminui¢cdo da qualidade da 4gua da Billings
e Guarapiranga, neste processo. Deste modo, biomarcadores moleculares, tais como
expressao génica da gonadotropina hipofisaria fshb assim como a glicolipofosfoproteina
vtgA, ambos relacionados ao processo de maturagcdo gonadal, assim como a concentracao
plasmética de esteroides gonadais (E2, T e 11-KT) e a morfologia gonadal geraram
respostas diferentes, sugerindo que os peixes apresentam habilidades regulatérias, mesmo

em condicdes ambientais adversas.

Em principio, foi confirmado que os reservatdrios estudados apresentaram graus de
trofia e qualidade da &gua diferente, devido principalmente as concentracdes de
nutrientes, que foram mais elevadas no verdo. Dessa forma, foi possivel estabelecer um
gradiente de eutrofizacdo. Poucas variaveis fisicas e quimicas excederam o0s valores
estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n°357 (Brasil, 2005) no reservatério PN, e
segundo Marceniuk e Hilsdorf, (2010), PN reune areas de mananciais sob protecédo
ambiental com regides parcialmente preservadas. Assim mesmo, foram encontrados altos
valores de compostos nitrogenados, além de fosforo total, que juntamente com os valores
de clorofila-a na Bil e Gua, confirmam o intenso processo de eutrofizacdo artificial,

consequéncia do excessivo despejo de esgoto nos reservatérios, que tem resultado em

128



aumento das concentracfes desses compostos na agua (Carpenter, 2005; CETESB, 2015,
SEADE, 2015).

Em base aos resultados da qualidade da agua dos reservatérios, se interpretaram os
resultados dos biomarcadores moleculares analisados. Desta maneira, destacar que no
reservatorio de Ponte Nova, considerado como referéncia, os biomarcadores analisados
ndo diferiram entre as duas estacGes do ano, o que pode ser considerado mais uma
evidéncia de que estes animais mantém atividade reprodutiva nas duas estagcdes. Nos dois
reservatorios de coleta da Billings (ponto Bororé e Taquacetuba) e Guarapiranga (ponto
Embu-guacu) os niveis dos transcritos de fshb foram mais elevados no verdo nas duas
espécies, periodo em que ocorreu intensa espermatogénese (Schulz et al., 2010). O
aumento da transcricdo fshb também foi relacionada a intensa espermatogénese em outras
espécies de teledsteos com desova parcelada, como na congénere Astyanax altiparanae
(Characiformes) (Jesus et al., 2017), Odonthestes bonariesis (Atheriniformes) (Elisio et
al., 2015), Dicentrarchus labrax (Perciformes) (Mateos et al., 2003) e Hippoglossus
hippoglossus (Pleuronectifomres) (Weltzein et al., 2003).

As gonadotropinas, LH e FSH, s@o 0s mais importantes horménios hipofisarios que
regulam a fisiologia testicular. Os niveis plasmaticos de LH séo baixos ou indetectaveis
durante o desenvolvimento dos testiculos aumentando apenas no momento da desova. Os
niveis de FSH, por outro lado, mostram um aumentam em associacao com a proliferacédo
espermatogonial, em seguida, aumentam com a espermiacéo, e diminuem antes da época
de desova (Schulz et al., 2010). Paralelamente ao aumento dos niveis de fshb, também
observamos que machos de A. fasciatus e H. malabaricus apresentaram niveis elevados
de T e 11-KT também no verdo, mas apenas nos pontos nos pontos da Billings. Nos
machos, o FSH é responsavel, via células de Sertoli, pela proliferagdo espermatogonial
que representa a primeira fase da espermatogénese. O FSH ativa receptores presentes nas
células de Leydig (principal célula esteroidogénica dos testiculos) estimulando a sintese

e secrecdo de androgenos (Ohta et al., 2007; Garcia-Lopes et al., 2009).

No presente estudo, a atividade do eixo hipotalamo hipofise génadas de machos de
A. fasciatus capturados em no ambiente natural foi analisada por meio do perfil de
expressdo génica do hormonio hipofisario FSH devido a sua maior possibilidade de ser
quantificado nas estacGes de coleta, em relacdo ao LH, em conjunto com 0s niveis de
esteroides sexuais, os quais foram determinados durante a estacdo de verdo e inverno, de

marco de 2017 a julho-agosto de 2017.
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Nossos dados mostram que o aumento da expressao de fshb nos animais coletados
no verdo na Billings e na Guarapiranga estdo acompanhados de um aumento da
concentracdo plasmatica de T e 11-KT, como ja demonstrado em outras espécies de
peixes (Amer et al., 2001; Campbell et al., 2003; Miura et al., 1999; Ohta et al., 2007),
mas o0 experimento realizado ndo permite (e ndo foi objetivo deste trabalho) estabelecer
uma relacdo entre a expressdo desta gonadotropina e 0s niveis plasmaticos destes

andrdgenos.

As variagdes na concentracdo de androgenos plasmaticos e expressdo de fshb em A.
fasciatus e H. malabaricus ocorreram principalmente no verdo, periodo no qual a
espermatogénese esta ativa. Adicionalmente, estas variacdes foram mais evidentes nos
pontos de coleta do reservatdrio Billings, classificado como hipereutrofico no verdo de
2017 e eutréfico no verdo de 2018. E importante destacar ainda que os niveis plasmaticos
de 11-KT em A. fasciatus e H. malabaricus apresentaram valores absolutos mais elevados
(sem a realizacdo de analise estatistica entre estas variaveis) que a T para ambas as
espécies, sugerindo-se que, assim como na maioria dos telésoteos estudados (Schulz et
al., 2010), nestes caracideo a 11-KT seria o principal andrégeno relacionado a funcao
testicular. Os andrégenos sdo eficazes durante todo o processo da espermatogénese, como
multiplicacdo espermatogonial e formacdo de espermatocistos (guppy) ou maturacdo
(killifish) (Nagahama, 1994 e Borg, 1994), podendo também participar no inicio da
puberdade (Cavaco et al., 1998). Além disso, os androgenos induzem a espermiacao em
algumas espécies, mas sdo menos eficazes do que os progestagenos nesta fungdo (Ueda
et al., 1985).

A expressdo génica da vtg-A biomarcador da exposicdo a contaminantes de acédo
estrogénica mostrou alteracdes em machos em estacdes distintas. Os EDCs podem agir
em diferentes vias que envolvem muitos processos fisioldgicos, como reproducéo,
mimetizando os hormonios estrogénicos (Vazquez et al., 2009), androgénicos (Sone et
al., 2005), afetando a diferenciacdo sexual (Baroiller e Guiguen, 2001), desenvolvimento
gonadal (Vested et al., 2014) e induzindo a sintese de vitelogenina em machos (Moncaut
et al., 2003; Vetillard e Bailhache, 2006). Os dados apresentados neste estudo sugerem a
presenca de compostos de acgdo estrogénica e que poderiam estar desencadeando esta
resposta nas duas espécies, principalmente na Billings (ponto Bororé), haja vista que os
niveis de E2 nos animais coletados neste reservatorio sdo mais altos no inverno em relacéo

ao verdo. Uma analise conjunta dos dados de vtg-A com a concentragdo plasmaética de E»
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mostram que este estrégeno se eleva no plasma dos animais da Billings no inverno para
a traira, fato que nédo ocorre na Ponte Nova. Tolussi et al. (2018) estudando A. fasciatus
no reservatorio Billings mostraram uma relacdo entre a presenca de EDCs e a expressao
de vtgA. Embora os machos paregcam ajustar seu ciclo reprodutivo aos diferentes
ambientes da Billings, as evidéncias de expressdo génica de vtgA e altos niveis de E>
durante o inverno sugerem a presenca de xenobioticos, atuando como estrogénios neste
reservatorio que podem estar interferindo nos processos reprodutivos de A. fasciatus e H.
malabaricus. A presenca destes EDCs também pode explicar a concentragdo mais elevada
de andrégenos nos animais coletados na Billings no verdo em relagdo ao inverno, e em
relacdo aos animais amostrados na Ponte Nova para ambas as espécies. Em teledsteos do
sexo masculino, a concentragdo plasmatica de E> e baixa (Miura et al. 1999; Amer et al.
2001; Chaves-Pozo et al., 2007) e este esteroide tem um papel importante na proliferacéo
mitotica das espermatogénias (Schulz et al., 2010), sendo previsivel encontrar niveis mais

elevados no inverno. No entanto esse padrdo ndo é observado na Ponte Nova.

Com base no exposto, o presente trabalho utilizou biomarcadores que demonstram a
presenca de EDC em diferentes pontos destes reservatorios, para mais especificamente,
avaliar a presenca de agentes estrogénicos, como inicialmente sugerido por Tolussi et al.

(2018). As seguintes hipoteses foram testadas e respondidas:

1) Machos adultos, com diferentes estratégias reprodutivas apresentam respostas
de desregulacdo enddcrina relacionadas ao processo reprodutivo nos
reservatorios poluidos: esta hipdtese foi confirmada utilizando-se os
biomarcadores de efeitos bioldgicos, como a concentracdo de esteroides,
expressao de fshb, indices corporais e morfologia gonadal.

2) As respostas de desregulacdo enddcrina, avaliadas pelos biomarcadores sdo
mais evidentes no inverno, pela expressédo da VTG-A. No entanto, em todos 0s
reservatorios analisados (inclusive PN), o0s animais apresentavam

espermatozoides nos testiculos nas duas estacdes do ano.

Deve — se enfatizar, que essa expressdo da VTG-A, pode demostrar a presenca de
compostos estrogénicos, mas também podem ser compostos que son classificados em

geral como desreguladores enddcrinos.
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No entanto, as alterac6es no perfil plasmatico dos esteroides gonadais sugerem duas
situacOes distintas, a presenca de compostos androgénicos e estrégenos no ambiente e /ou
a alteracdo da concentracdo destes esteroides para que possibilitar a reproducdo em
condig0es adversas. Estudos anteriores realizados nestes mesmos locais com A. fasciatus
mostraram maior concentracao de E», expressdo génica de vtgA nos machos e alteragdes
na fecundidade relativa das fémeas provenientes do ponto Taquacetuba (Tolussi et al.,
2018), além de aumento na concentragdo de E; e 11-KT em fémeas de H. malabaricus
(Gomes et al., 2015). Deste modo, podemos sugerir que T, 11-KT, E> vém sendo
considerados bons biomarcadores para evidenciar a presenga de EDCs no reservatorio
Billings, considerando a diferenca encontrada em relagdo aos animais coletados no

reservatorio de Ponte Nova.

2. Conclusoes e consideracdes finais

Em resposta ao objetivo proposto, conclui-se que o presente estudo confirmou que
0 uso de diferentes biomarcadores em varios niveis de organizacao permitiu descrever
alterac@es nos processos fisioldgicos envolvidos na reproducdo de machos de A. fasciatus
e H. malabaricus, e sugerir a presenca e os efeitos dos EDCs nos ambientes poluidos,
sendo o verdo a estacdo com maior alteracdo de biomarcadores, apesar de, nas duas

espécies, a atividade reprodutiva ter sido observada no verao e no inverno.

Os reservatérios Billings e Guarapiranga, apresentam varios compostos que estdo
acima da especificacdo da resolugdo CONAMA/357 em algumas estagOes, mas este fato
parece ndo estar prejudicando os processos fisioldgicos associados a maturacdo testicular
de A. fasciatus e H. malabaricus, pois os resultados histomorfol6gicos ndo demonstram
danos no processo de maturacdo testicular. No entanto, é necessario ressaltar que as
condigOes ambientais encontradas na Billings e Guarapiranga, ao longo das diferentes
estacOes estudadas, alteraram alguns biomarcadores relacionados ao processo de sintese
de vitelogenina. Esta informacdo pode ser muito importante para auxiliar a evitar
possiveis problemas futuros com estas espécies e/ou outras, presentes nos reservatorios,
além de permitir o entendimento dos mecanismos adotados por espécies plasticas que

garantem a sua sobrevivéncia em um ambiente poluido.
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As condicdes encontradas na agua dos reservatorios Billings e Guarapiranga,
interferiram em biomarcadores de efeitos bioldgicos (concentracdo plasmatica de T, 11-
kt e E»,) em A. fasciatus e H. malabaricus, e no reservatorio de Ponte Nova, considerado
como referéncia, os biomarcadores analisados ndo diferiram entre as duas estacfes do
ano, o que pode ser considerada mais uma evidéncia de que estes animais mantém
atividade reprodutiva ao longo das duas estacdes. Além disso, a presenca de
biomarcadores de exposicdo (expressdo génica de vtgA em machos) sustenta a hipdtese
de que o elevado grau de eutrofizacdo nos reservatorios Billings e Guarapiranga
desencadeia respostas estrogénicas em machos de H. malabaricus e que estas repostas
diferem ao longo das estacbes do ano. Adicionalmente, as respostas foram mais
acentuadas no Billings, em ambas as espécies, podendo sinalizar que os EDCs presentes
neste corpo de &gua estdo interferindo na atividade estrogénica em A. fasciatus e H.
malabaricus. Portanto, sugerimos que mesmo vivendo em ambientes com alto grau de
eutrofizacdo, machos de A. fasciatus e H. malabaricus reproduzem mediante uma
plasticidade na regulacdo enddcrina da reproducdo. Cabe mencionar, que € impossivel
avaliar todas as variaveis presentes no ambiente natural, no entanto, estudos desta
natureza permitem conhecer melhor o ambiente e assim planejar ensaios em laboratorio
e também em campo, que podem contribuir para o melhor entendimento dos ajustes dos

animais frente as condices do ambiente.

Sugere-se uma implementacdo de programas de monitoramento de EDCs para
evitar os efeitos prejudiciais em longo prazo nas populactes de peixes nativos que
habitam os reservatérios de Billings e Guarapiranga. Também estudos adicionais de
campo e experimentais para investigar a origem e mecanismos das alteracdes produzidas
pelos poluentes que possam gerar desregulacdo enddcrina em A. fasciatus e H.
malabaricus, e assim compreender melhor as respostas aos poluentes. Desta maneira, sera
possivel fornecer evidéncias solidas para a implantacdo de regulamentos que visem &

atenuacdo ou a prevencao de risco nos reservatorios.
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