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Dedicatoria

A inteligéncia suprema, causa primdria de todas as coisas,
Nosso Pai Eterno!
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Alfred Montapert
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RIBEIRO, Andréa Martini. ACUMULO TECIDUAL, RESPOSTA DE ESTRESSE E PERFIL
OSMORREGULATORIO DE Prochilodus lineatus NAS PRIMEIRAS 24 HORAS DE EXPOSICAO
AO CHUMBO. 2014. 113f. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisioldgicas) - Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

O chumbo (Pb) é um metal ndo-essencial e téxico para os animais, e devido ao seu uso
difundido em produtos industrializados, concentracbes deste metal acima das
concentracdes permitidas pela legislacdo brasileira sdo encontradas em cursos de dgua. Este
trabalho teve como objetivo determinar o perfil de bioacumulacdo de Pb e suas
consequéncias para o peixe dulcicola Prochilodus lineatus. Para isso, juvenis desta espécie
foram expostos a 3,0 + 0,3 mg Pb dissolvido.L™ ou apenas a dgua por até 24 horas. O perfil
de retencdo de chumbo foi determinada nas branquias, no rim posterior, no figado, no
musculo e nas células sanguineas. O conteudo de proteinas semelhantes a metalotioneinas
(PSMT) foi mensurado nos tecidos branquial, renal e hepatico. A atividade da
acetilcolinesterase (AChE) foi avaliada no cérebro e no musculo. O sangue total foi utilizado
para a dosagem de hematdcrito, hemoglobina e nimero de eritrdcitos, e a partir do plasma
foram medidas as concentracdes de glicose, cortisol, lactato, ions (Na*, K*, CI, Ca*" e Mg*") e
a osmolalidade. No rim e nas branquias também foram determinadas a atividade das
enzimas Na'/K'-ATPase (NKA), H*-ATPase e anidrase carbénica (AC). E no tecido branquial
determinou-se o indice de alteragdes histoldgicas, a densidade de células ricas em
mitocondrias e altera¢cdes morfoldgicas ultraestruturais. Foi registrado acimulo de Pb nos
tecidos branquial e renal, desde as primeiras horas de exposicdo, enquanto nos tecidos,
hepatico, sanguineo e muscular, o acimulo iniciou-se a partir de 12 h de exposi¢ao. Desta
forma, o perfil de acimulo de Pb apds as primeiras 24 h de exposi¢do seguiu a seguinte
ordem decrescente: branquias = rim > sangue = figado > musculo. A presenca de Pb no
sangue nao foi capaz de promover alteracdao dos parametros hematolégicos. O Pb inibiu a
secrecao de cortisol em 3 e 6 h, mas promoveu um aumento da glicose e do lactato
plasmaticos a partir de 6 h. Estes resultados coincidem com a inibicdo da AChE nos tecidos
muscular e cerebral nos mesmos tempos de exposicao. As PSMT aumentaram nos tecidos
branquial e hepatico, apds 3 e 12 h de exposicdo, respectivamente, mas ndo houve alteracao
do contelddo de PSMT no tecido renal. Houve reducdo da atividade da NKA e AC entre 6 e 24
h em ambos os tecidos. E, enquanto a H'-ATPase aumentou no rim nos mesmos periodos,
ndo houve alteracdo nas branquias. As alteracbes nas atividades das enzimas
osmorregulatdrias provocaram reducio da osmolalidade, do Na* e do Ca**, e aumento do
Mg?* e do K*, nos tempos finais de amostragem, sem interferéncia sobre a concentracdo de
Cl'. Além disso, o Pb promoveu alteracbes histoldgicas leves no tecido branquial, e na
distribuicdo de células ricas em mitocondrias (CRM) apds 1 h de exposicdo, e o padrdo de
microcristas das células pavimentosa (CPV) alterou-se apds 12 h. Os resultados obtidos a
partir da exposicdo de P. lineatus ao Pb por 24 h sugerem que os efeitos neurotdxicos
provocados pelo Pb estejam desencadeando alteracdes sobre os parametros metabdlicos do
animal, ao mesmo tempo em que hd uma sugestdo de disrupcdo enddcrina. Ademais, a
elevada concentracdo de Pb encontrada nas branquias e no rim foi capaz de inibir as
enzimas envolvidas com a manutencdo das concentra¢des osmoilnicas e com a regulacao



acido-base, resultando em hipocalcemia e hiponatremia. Em uma tentativa de compensar
essas perdas idnicas houve um aumento do nimero de CRM nas lamelas e da superficie
absortiva das CPV. Portanto, concentracdes de Pb encontradas em corpos de agua doce sdo
capazes de promover alteracdes em P. lineatus nas primeiras 24 h de exposicao.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase. ATPases. Branquias. Metalotioneinas. Morfologia
branquial. Rim.



RIBEIRO, Andréa Martini. Tissue accumulation, stress response and osmorregulatory profile
of Prochilodus lineatus in the first 24 hours of lead exposure. 2014. 113p. Thesis (Ph.D. in
Physiological Sciences) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

Lead (Pb) is a non-essential and toxic metal to animals and due to its widespread use in
industrial products, this metal can be found in the water bodies in concentrations above the
limit set by the Brazilian guidelines. Thus, the aim of this study was to determine the
dynamic of Pb accumulation and its effects on the freshwater fish Prochilodus lineatus. For
that, juveniles were exposed to 3.0 + 0.3 mg dissolved Pb.L™ or to clean water for24 h. Pb
accumulation was determined in gills, posterior kidney, liver, muscle and blood cells. The
content of metallothionein-like proteins (MT-LP) was measured on branchial, hepatic and
renal tissues. Acetylcholinesterase activity (AChE) was measured on brain and muscle.
Samples of total blood were used to analyze hematocrit, hemoglobin and number of red
blood cells, while the plasma was used to determine glucose, lactate, cortisol, osmolality and
ions (Na*, K*, CI', Ca®* e Mg®*) concentrations. Activities of Na*/K*-ATPase (NKA), H*-ATPase e
carbonic anhydrase (CA) were determined in renal and branchial tissues. The gills were used
to analyze the degree of tissue change, number and location of mitochondrial rich cells
(MRC) and ultrastructural and morphological alterations. Pb accumulation occurred since the
first hours of exposure in branchial and renal tissues, while high Pb concentrations in liver,
muscle and blood cells appeared only after 12 h of exposure. Thus, the dynamic of Pb
accumulation along the first 24 h of exposure occurred in the following order: gills =
posterior kidney > blood cells > liver > muscle. Although Pb accumulation has been detected
in blood, hematological parameters did not show any significant alteration. Pb caused
cortisol disruption at 3 and 6 h, while glucose and lactate concentrations increased after 6 h.
Simultaneously, brain and muscle AChE were inhibited. MT-LP content increased in gill and
liver after 3 and 12 h, respectively, but no significant change was detected in the kidney. The
activity of NKA and CA in gill and kidney decreased between 6 and 24 h, whereas H*-ATPase
increased only in the kidney. These alterations onosmoregulatory enzymes promoted a
reduction on plasma osmolality and Na* and Ca®** concentrations, and increased Mg** and K,
with no influence on CI' concentrations. In addition, Pb promoted some light
histopathological changes on the gills and alterations on the distribution of MRC after 1 h,
and the pattern of microridges on pavement cells (PVC) was modified after 12 h. These
results indicate that 24 h exposure to Pb promoted neurotoxic effects which led to metabolic
changes and signs of endocrine disruption. On the other hand, the elevated Pb
concentrations found in the gills and kidney inhibited the activity of enzymes related with
osmoionic and acid-base regulations causing hypocalcemia and hyponatremia. In order to
compensate these losses, MRC migrated to the lamellae and the absorptive area of PVC was
increased. Accordingly, waterborne Pb at concentrations that can be found in freshwater
systems is able to promote many dysfunctional changes on P. lineatus within the first 24 h of
exposure.

Keywords: Acetylcholinesterase. ATPases. Gills. Metallothionein. Gill morphology. Kidney.
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APRESENTACAO

A formatacdo adotada nesta tese visa facilitar a publicacdo dos resultados obtidos ao longo do
curso de doutorado. O trabalho encontra-se dividido em sete capitulos: 1) Introducdo; IlI) Hipdteses e
objetivos; Ill) Desenho experimental; IV) Bioacumulacdo de chumbo e alteracbes metabdlicas em
Prochilodus lineatus durante as primeiras 24 horas de exposicdo ao metal; V) Efeitos agudos do chumbo
sobre a osmorregulacdo de Prochilodus lineatus: atividade enzimatica e ions plasmaticos; VI) Parametros
morfofuncionais e acimulo de chumbo nas branquias de Prochilodus lineatus ao longo de 24 horas de
exposicao; VII) Consideracdes finais. Por causa do desmembramento da parte experimental do trabalho
em trés capitulos (IV, V e VI) alguns trechos dos textos inevitavelmente tornaram-se recorrentes para

gue os resultados pudessem ser discutidos adequadamente.

O primeiro capitulo contém uma sucinta revisdao bibliografica sobre os principais elementos
constituintes deste trabalho com a finalidade de fornecer o embasamento tedrico fundamental para
justificar sua coeréncia e relevancia. O segundo capitulo redune as hipdteses e os objetivos
correspondentes aos conteudos apresentados nos capitulos de IV a VI. O terceiro capitulo traz a
descricdo do procedimento experimental comum aos trés capitulos seguintes. Os capitulos IV, V e VI
contém uma descricdo metodoldgica, apresentam seus resultados e os discutem para, em conjunto,
testar as hipdteses e alcangar os objetivos previstos. O capitulo VIl integra sinteticamente os resultados

separados pela configuragdo da tese.
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Capitulo I: Introducgédo

A partir da segunda metade do século XIX a populacdo mundial iniciou um processo de
crescimento exponencial, favorecido por avancos no campo da medicina e da producdo agricola.
Simultaneamente, a darea industrial despertou para uma revolucdo que mudaria a histdria da
humanidade em carater tecnolégico, passando de uma manufatura artesanal para uma producdo por
meio de maquinarios. Desta forma, houve um grande crescimento da producdo de bens de consumo e
um éxodo da populagdo rural para a drea urbana, com a maior oferta de emprego nas cidades. Com
estas alteracdes no modo de vida fez-se necessario o desenvolvimento de novas tecnologias em diversos
setores, que culminou com uma maior demanda por matéria prima. Novos produtos quimicos
comecaram a ser fabricados e explorados, ao mesmo tempo em que elementos ja conhecidos passaram
a ser empregados em setores inéditos (Renberg et al., 2000).

Desde o inicio da revolucdo industrial a crescente exploracdo por matérias primas mais
eficientes alavancou o descarte de rejeitos quimicos e efluentes industriais. Tais dejetos tém,
frequentemente, os cursos d’dgua como seus receptores finais. Dependendo da natureza dos produtos
lancados, estes corpos d’dgua tém uma capacidade natural de autodepuracdo. Entretanto, quando a
quantidade de despejo torna-se maior do que a capacidade de purificagdo, instala-se um quadro de
poluicdo ambiental que, raramente, desaparece de maneira natural. A exemplo dos compostos
metadlicos que podem sofrer alteracdes de carga, ou se complexar com elementos presentes na dgua ou
no sedimento, mas sdo incapazes de sofrer processo de degradacdo (Peakall e Burger, 2003).

Grande parte dos teledsteos, assim como diversos outros grupos de organismos, sdo animais
gue estdo restritos ao ambiente aquatico. Deste modo, altera¢des causadas neste ambiente tendem a
afetar, em diferentes niveis, as diversas espécies ali viventes (Vinodhini e Narayanan, 2008). No cenario
atual, existe uma infinita gama de produtos oriundos da agao antrépica que sao potencialmente téxicos
para os organismos aquaticos. Estes vdo desde produtos da percolagdo de aterros sanitarios (Lopes et
al., 2007) e despejos de esgoto sem tratamento, a agroquimicos usados em lavouras, petréleo e seus
derivados, e rejeitos industriais (Heath, 1995; WHO, 1995). Existem também compostos com potencial
poluidor que sdo incorporados aos sistemas aquaticos de maneira natural. Mas no sentido original da
palavra, poluicdo se refere a produtos da a¢do antrépica que causam disturbios quando em contato com
o ambiente natural (Mellanby, 1982), e trata-se por xenobidtico qualquer substancia quimica estranha,
presente em um sistema bioldgico (Midio, 1992). Em geral, a poluicdo gerada pelo homem ¢é formada

por diferentes compostos que juntos tendem a ter seu potencial toxico aumentado. Mas, é essencial
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gue se conheca com detalhes a acdo de cada um deles isoladamente sobre a biota, para que decisdes de

combate a poluicdo possam ser tomadas (Martinez e Célus, 2002; Cicik et al., 2004).

I. 1 O chumbo

Dentre todos os elementos estdveis, o chumbo possui 0 maior nimero atomico (82), além disso,
gracas a caracteristicas como resisténcia a corrosdo e baixa conducdo elétrica, o chumbo encontra
grande aplicabilidade na industria atual (ICZ, 2014). Porém, ele apresenta algumas outras propriedades
singulares que o tornaram um dos metais mais utilizados ao longo da histéria da humanidade. Acredita-
se que seu uso date entre 9000 e 7000 anos atras, gracas a sua alta maleabilidade, ductilidade e baixo
ponto de fusdo. Sua aplicacdo passou por ferramentas, armamentos, equipamentos de protecdo,
ornamentos, utensilios de uso domésticos, encanamentos, componentes de tintas e cosméticos, em
diversas periodos, por diferentes civilizagcbes. O Império romano foi a primeira sociedade a usar este
metal em larga escala, e acredita-se que o chumbo seja a real causa da deméncia desenvolvida por
imperadores e membros da monarquia, uma vez que utensilios como pratos, talheres e tacas eram
produzidos a partir deste metal. Além disso, por apresentar um sabor levemente adocicado, o chumbo
também era empregado como adocante de bebidas, rendendo aos seus usudrios, célicas severas,
anemia e gota.

Ja no século XX, o chumbo foi empregado em pesticidas e tintas, e a partir da década de 1950,
até proximo dos anos 2000, o chumbo também foi amplamente utilizado como aditivo quimico na
gasolina. Estes usos langcaram na atmosfera grandes quantidades de chumbo, permitindo que este metal
alcancasse até mesmo regiGes desabitadas pelo homem (Kéck e Hofer, 1998). Porém, sua aplicacdo
junto ao combustivel vem sendo mundialmente abolida nas ultimas décadas (desde 1978 no Brasil). Esta
foi, por um longo periodo, a maior fonte de contaminacdo ambiental por chumbo (ATSDR, 2007), e
talvez, o maior erro associado a saude publica no periodo contemporaneo. Mas, desde que deliberagdes
de reduzir o metal na gasolina foram tomadas, houve notavel decréscimo da concentra¢dao de chumbo
atmosférico em carater global (ATSDR, 2007). Outros produtos que levavam chumbo em sua
formulagdo, como pesticidas, encanamentos e pigmentos de tintas, foram também abolidos (ATSDR,
2007). DecisGes como estas foram baseadas no potencial téxico que o chumbo apresenta. Na época
presente o chumbo é empregado nas indUstrias de muni¢do, quimica e naval, na construgao civil, em
baterias automotivas, como isolante contra radiacdo, para a fabricagdo de vidro e ceramica e como
parte de ligas metalicas para a produgdo de soldas, fusiveis, revestimentos de cabos elétricos, materiais

antifriccdo, metais de tipografia, entre outros (ATSDR, 2007; Capitani, 2009; ICZ, 2014).
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O Brasil ndo é produtor de chumbo, porém, dados recentes, mostram que nos primeiros 5
meses de 2014, quase 30 mil toneladas de chumbo foram importadas para uso industrial. Mas nos 4
anos anteriores a média anual de importacdo chegou a 82 mil toneladas de chumbo (ICZ, 2014). A
producdo nacional de chumbo deriva da extracdao mineral de zinco, e ndo é suficiente para atender a
demanda interna, mesmo porque ndo existem metallrgicas para este tipo de metal no Brasil, fazendo-
se necessario exportar o pouco que se produz (MME, 2009; DNPM, 2013). Os maiores produtores
mundiais de chumbo sdo a China, Australia e Estados Unidos (UNEP, 2010). Em média, 62% dos
materiais que utilizam chumbo e 97% das baterias (ATSDR, 2007) no mundo sao reciclados, grande parte
do consumo brasileiro é atendido pela recuperacdo de sucatas (147 kt/ano), e a importacdo
corresponde a menos de 40% de todo o chumbo consumido anualmente pelo pais. O Plano Nacional de
Mineracdo prevé que até 2030 o consumo de chumbo seja quase o dobro do consumo atual, mas, que,
grande parte deste aumento seja decorrente da producdo de chumbo pelo préprio pais (MME, 2009).

O chumbo pode ocorrer de forma natural no ambiente, através de erupg¢des vulcanicas ou
intemperismo, mas estas atividades sdo responsaveis por quantidades diminutas do metal, ficando, a
maior parte, a cargo de atividades humanas. Os niveis ambientais de chumbo se elevaram mais de 1.000
vezes nos trés ultimos séculos em decorréncia da atuagdo humana (ATSDR, 2007). O chumbo pode ficar
aderido a particulas de solo ou poeira por muitos anos, e através delas, pequenas quantidades de
chumbo podem alcancar os cursos d’agua trazidos pela chuva (ATSDR, 2007). O movimento do chumbo
aderido a particulas para a dgua depende de diversas caracteristicas quimicas e fisicas da dgua, mas em
geral, os parametros que mais influenciam nesta disponibilidade sdo o pH e a dureza (Eisler, 1988;
Paquim et al., 2000). Mas o despejo direto na agua continua sendo a principal via de entrada deste
metal no ambiente (ATSDR, 2007). Existem diversas formas de o chumbo fluir para o ambiente por meio
da agdo antrdpica, da mineragdo a destinacdo inadequada de produtos derivados de chumbo, passando
por descarte de rejeitos na manufatura ou reciclagem de outros produtos industrializados (ATSDR, 2007;
UNEP, 2010). Contudo, sabendo-se que atualmente 78% do consumo global de chumbo destinam-se a
fabricacdo de baterias automotivas (UNEP, 2010), pode-se responsabilizar esta atividade como a
principal fonte de polui¢do atual por chumbo.

No municipio de Londrina — PR, localizado na regido sul do Brasil, a atividade de uma industria
do ramo de baterias automotivas foi responsavel pelo descarte de efluentes industriais contendo altas
concentragdes de chumbo em um lago na regido centro-sul da cidade. Em decorréncia disso, foram
encontradas concentragdes de até 4,5 mg Pb.L™ na 4gua (Yabe e Oliveira, 1998), e de 1170 mg Pb.kg™'no

sedimento (Almeida et al., 2005) neste mesmo corpo d’agua. Estes valores superam, em muito, os
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limites estabelecidos pela legislacdo brasileira (CONAMA, 2005), de 0,01 mg.L™* de chumbo total para
aguas destinadas ao consumo humano.

Por se tratar de um metal ndo essencial para o metabolismo dos organismos, ndao existem vias
de eliminacdo eficientes para o chumbo, e, por este motivo, € muito comum a ocorréncia de
biocumulacdo ao longo da cadeia tréfica (ATDSR, 2007). Existem diversos estudos que atestam a
toxicidade do chumbo para a saude humana. Seus danos abrangem comprometimento na sintese de
hemoglobina, através da interferéncia sobre a atividade de enzimas que atuam nesta via, danos
neurolégicos, que podem retardar o desenvolvimento cognitivo de criangas ou até causar deméncia em

pessoas expostas cronicamente a concentragées elevadas de chumbo.

I. 2 Testes toxicoldgicos in vivo

Concentracdes de chumbo relativamente elevadas podem ser encontradas no ambiente natural
em decorréncia da acdo antrdpica, e esta ocorréncia tem-se mostrado um problema especial para o
ambiente aquatico (Yabe e Oliveira, 1998; Paoliello e Chasin, 2001; Almeida et al, 2005). A presenca
deste metal nestes ambientes pode trazer prejuizos em diversos niveis organizacionais aos organismos
ali viventes, desde a microbiota aos vertebrados mais complexos (ATSDR, 2007). Grande parte do
chumbo presente no ambiente aqudtico liga-se fortemente ao sedimento, e apenas uma pequena fragao
encontra-se biodisponivel (WHO, 1995; Almeida et al., 2005). Assim, espécies que estdo mais
intimamente relacionadas ao sedimento apresentam um maior risco de contaminacdo por este metal
(Roach et al., 2008).

Além do ambiente, outro fator importante que vai determinar a toxicidade da espécie metalica
estd na capacidade da biota em absorvé-la. Diversas pesquisas ja demonstraram que diferentes espécies
de teledsteos dulcicolas apresentam diferentes sensibilidades para a exposicdo a uma mesma
concentracdo de chumbo, sob as mesmas condicdes (Roach et al., 2008; Terra et al., 2008). E evidente
que peixes de regides diferentes, que sdo fisiologicamente adaptados a condi¢des ambientais distintas,
irdo responder de forma singular a presenca de contaminantes (Atli e Canli, 2008). Porém, o mesmo
pode acontecer para espécies simpdatricas que podem apresentar adaptagdes fisioldgicas ou fatores
comportamentais que conferem maior resisténcia ou um menor risco de exposicdo do organismo,
diminuindo a tomada do xenobidtico ou facilitando sua eliminagdo (Hodson et al., 1980). Contudo, ainda
dentro de uma mesma espécie, alguns fatores podem exercer influéncia sobre a sensibilidade do animal
a presenca do contaminante. A fase de vida da exposicdo inicial (Hodson et al., 1979), o sexo, o periodo

reprodutivo (Al-Yousuf et al., 2000), a idade e o tamanho (Canli e Atli, 2003) também podem ser
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determinantes para a toxicidade da substancia sobre a espécie de interesse. Baseado nisso,
pesquisadores vém trabalhando no desenvolvimento de modelos matematicos computacionais capazes
de prever o potencial tdéxico de elementos metdlicos para diferentes espécies, submetidas a condi¢des
ambientais variadas, como o modelo do ligante bidtico (Paquin et al., 2000, 2002; Niyogi e Wood, 2004).

Neste contexto insere-se a importancia dos testes toxicoldgicos, que visam entender a agdo
téxica da substancia nociva para um determinado organismo utilizando para isso os biomarcadores.
Estes sdo parametros bioldgicos do organismo teste que estdo sujeitos a alteragBes estruturais e
funcionais em virtude da presenca de agentes contaminantes (Heath, 1995). Existem biomarcadores que
podem responder a uma ampla gama de poluentes, outros a um poluente especifico (Hodson et al.,
1980; Van der Oost et al., 2003). Estes ultimos sdo ideais para utilizacdo em analises ambientais com o

objetivo de identificar compostos téxicos especificos presentes no ambiente (Almeida et al., 2005).

I. 3 Prochilodus lineatus

Diversos estudos ja foram realizados para o estabelecimento de modelos dos efeitos do chumbo
sobre parametros fisioldgicos da ictiofauna da regido temperada, contudo, hd uma caréncia de
informacgdes para os peixes residentes da regido neotropical. Muitos padrdes de efeitos e respostas ndo
podem ser extrapolados entre diferentes espécies em fun¢do das diferencas fisioldgicas e das condigbes
ambientais a que cada uma esta adaptada (Atli e Canli, 2008). Assim, pesquisas relacionadas a ictiofauna
da regido neotropical vém ganhando destaque no cenario atual. Algumas espécies residentes desta
regido revelaram-se biomonitores em potencial, por terem alguns de seus parametros sensivelmente
alterados em presenca de contaminantes aquaticos (Winkaler et al., 2001; Martinez e Célus, 2002; Torre
et al., 2007; Sampaio et al., 2008).

Um exemplar de teledsteo dulcicola da regido neotropical é o Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1837), um peixe de médio porte pertencente a familia Prochilodontidae e popularmente
conhecido no Brasil por curimba ou curimbatd. Possui habito alimentar detritivoro e comportamento
migratério, podendo cobrir longas distdncias (Shibatta et al., 2007), fatores que fazem dele um alvo
vulnerdvel a presenca de contaminantes (Speranza et al.,, 2012). Apesar dos individuos da familia
Prochilodontidae estar em distribuidos por quase toda a América do sul, a ocorréncia desta espécie se
restringe as bacias Paraiba do Sul, Parand e Paraguai. Estes animais sdo bastante abundantes em aguas
brasileiras, sendo uma das espécies com maior ocorréncia na bacia do Rio Tibagi, regido sul do Brasil
(Shibatta et al., 2007). Seu cultivo para consumo vem sendo explorado por aquicultores de outros paises

(Kalous et al., 2012) demonstrando seu potencial e visibilidade no mercado pesqueiro internacional.



O 00 N O U B~ W N

W W W N N N N N N N N NN P P P P P P P p p p
N P O O 00 N O U1 A W N P O W O N O 1 B W N P O

Apesar de trabalhos divergirem quanto a sensibilidade de P. lineatus em relacdao a agentes
contaminantes, seu uso ja é bastante difundido em testes ecotoxicologicos (Almeida et al., 2005;
Lombardi et al., 2010; Speranza et al., 2012). Isto ocorre por esta espécie demonstrar uma ampla gama
de biomarcadores capazes de responder a presenca de uma grande diversidade de poluentes organicos
(Nascimento et al., 2012; Paulino et al., 2012; Navarro e Martinez, 2014) e inorganicos (Camargo et al.,
2009; Nascimento et al., 2012), incluindo o chumbo (Martinez et al., 2004; Monteiro et al., 2011; Ribeiro
et al., 2014).

l. 4 Bioacumulagdo e proteinas semelhantes a metalotioneinas

No ambiente, assim como outros metais, o chumbo esta sujeito a precipitacdo, adsorgdo e
absorc¢do (Paquim et al., 2000, 2002). A absorcdo ocorre quando a biota esta presente, e o fato de o
chumbo ser um elemento ndo essencial a sobrevivéncia dos organismos (Mager, 2012) e ndo
biodegradavel (Liu et al., 2008), para o qual ndo existem vias eficientes de metaboliza¢do e eliminagéo,
acaba por permitir sua bioacumulacao em diferentes drgaos e tecidos das espécies peixes a ele expostas
(Peakal e Burger, 2003). A entrada das substdncias toxicas em teledsteos se da via branquias, pele ou
alimentacdo (Van der Oost et al., 2003), e o acimulo ocorre de forma ndo homogénea nos diferentes
orgdos e tecidos (Alves e Wood, 2006).

O acumulo do elemento tdxico no corpo tende a ser maior conforme aumenta o nivel tréfico, ou
seja, peixes carnivoros retém uma maior concentra¢do do xenobidtico do que aqueles que se alimentam
apenas de vegetais ou matéria organica (Peakall e Burger, 2003; Metcheva et al., 2010). Diversos
estudos demonstraram um acumulo marcante de uma variedade de espécies metdlicas em diferentes
tecidos de peixes (Huang et al., 2007; Terra et al., 2008; Vinodhini e Narayanan, 2008; Cardoso et al.,
2009), tartarugas (Jerez et al., 2010) e aves (Kreager et al., 2008; Rattner et al., 2008) que ocupam os
niveis mais altos da cadeia alimentar. Mas, independente da posi¢do tréfica em que o organismo se
encontra, o simples contato com o contaminante somado a ineficiéncia de sua eliminagdo, ja contribui
para que haja o acimulo em tecidos e érgaos (Roach et al., 2008).

Espécies distintas podem reter concentragdes diferentes de metais em determinados érgdos
(Peakall e Burger, 2003; Terra et al.,, 2008). Da mesma forma, diferentes metais podem apresentar
padrées de acumulo distintos nos érgdos de uma dada espécie, o que representa certa ‘preferéncia’ de
cada metal por determinado tecido de um mesmo animal (Cicik et al., 2004; Vinodhini e Narayanan,
2008). Assim, a concentra¢cdo de metal acumulada em cada tecido varia principalmente em funcdo da

espécie exposta (Roach et al.,, 2008; Terra et al., 2008), da espécie metalica (Vinodhini e Narayanan,
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2008) e do tempo de exposicado (Grosell et al., 2006). Exposicdes agudas tendem a representar um maior
acumulo de metais em tecidos moles, ao passo que na exposicao cronica, o animal passa a reter o metal
em tecidos duros como ossos e dentes (Alves e Wood, 2006; Grosell et al., 2006; ATSDR, 2007).

O chumbo segue padrdes distintos de acumulo tecidual em teledsteos de dgua doce, variando
de acordo com o tempo de exposicdo (Rogers et al., 2003; Rogers e Wood, 2004), a concentragdo
utilizada (Rogers e Wood, 2004; Huang et al., 2007) e a interagcdo com outros metais (Cicik et al., 2004).
O acumulo de chumbo ocorre prioritariamente nos tecidos que estdo relacionados com a absorcao,
como as branquias e os 6rgdos do sistema digestério (Alves e Wood, 2006), mas pode ser distribuido
para os demais tecidos através da corrente sanguinea apds poucas horas, atingindo érgdos com altas
taxas metabdlicas, como o rim e o figado, que atuam na tentativa de eliminagdo de substancias tdxicas
(Cicik et al., 2004; Palaniappan et al., 2009). Esta eliminagdo pode ocorrer em parte pela urina, apds
filtracdo glomerular, ou via fezes (Alves e Wood, 2006), apds ser eliminada do figado através da bile. Por
sua vez, o musculo é um dos tecidos que menos acumula metais, em vista do grande volume que ocupa
(Alves e Wood, 2006; Atli e Canli, 2008; Palaniappan et al., 2009). No entanto, o monitoramento dos
niveis de metais retidos neste tecido é de grande importancia uma vez que é o tecido mais comumente
consumido na alimentagdo humana (Nussey et al., 2000).

A reten¢dao do chumbo em um dado tecido estd associada as suas caracteristicas, que indicam a
capacidade do tecido de se associar ao metal, impedindo que ele circule livremente. As branquias e o
rim posterior dos teledsteos dulcicolas apresentam uma série de canais e transportadores responsaveis
pelo transporte de ions, muitos deles, com uma grande afinidade por ions divalentes, como é o caso dos
transportadores associados ao calcio. Por apresentar uma carga de igual valor, o chumbo pode interagir
e se complexar com estas proteinas de membrana, podendo ficar ali redito permanentemente.

Outra possibilidade para a retengcdo de chumbo em determinada célula estd na sintese de
proteinas ricas em residuos de cisteinas, chamadas metalotioneinas (MT), que sdo capazes de se
complexar com elementos metalicos para manté-los fora de circulagdo, minimizando seus efeitos
deletérios, (Viarengo et al., 2001; Carvalho et al., 2004; Monteiro et al., 2011). Metais como o zinco, o
cobre e o cadmio, sdo fortes indutores da MT (Viarengo et al., 2001; Alvarado et al., 2006). O chumbo,
porém, é relatado como um fraco indutor (Campana et al., 2003; Atli e Canli, 2008), por ter menor
afinidade aos grupamentos sulfidril. Entretanto, alguns trabalhos relatam que a indu¢do da MT pelo
chumbo é espécie-especifica (de Boeck et al., 2003), tempo-dependente (Campana et al., 2003),
dependente da temperatura ambiental (Lacorn et al., 2001; Guinot et al., 2012) e do 6rgdo analisado

(Campana et al., 2003; Creti et al., 2010). O figado é o maior produtor de MT (Cicik et al., 2004; Alvarado
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et al., 2007), porém, altas concentracGes também podem ser encontradas no musculo (Creti et al., 2010)
e nas branquias (Alvarado et al., 2007), frente a agentes indutores.

No tecido sanguineo, 99% do chumbo se associam aos eritrdcitos (Alves et al., 2006; Alves e
Wood, 2006; Dai et al., 2012), e destes, 85% encontram-se no citosol (Ong e Lee, 1980) dos mesmos,
onde diversas proteinas sao alvos para o chumbo. Entretanto, existe uma marcada preferéncia desse
metal (entre 35 e 80%) em se ligar a enzima acido §-aminolevulinicodesidratase (ALAD) (Bergdahl et al.,
1998). A quantidade de chumbo que pode ser retido na ALAD é limitada, ndo permitindo seu aumento
indefinido no sangue (Skerfving e Bergdahl, 2007). Bergdahl e colaboradores (1998) descrevem que em
cada molécula de ALAD nos eritrdcitos de humanos podem se ligar até seis atomos de chumbo, contudo,
a ligacdo de duas moléculas ja é suficiente para reduzir sua atividade pela metade. Dados de Alves e
Wood (2006) sugerem que, além de servir como via de transporte para o chumbo, o sangue também
pode servir de reserva do metal em excesso no sistema. Além disso, 6rgdos altamente vascularizados
podem apresentar maiores concentracdes de chumbo em virtude do metal que fica retido no sangue

(Alves et al., 2006).

I. 5 Parametros hematolégicos

A ALAD é uma enzima presente nas células sanguineas, no figado e no rim de teledsteos
(Campana et al., 2003) que esta envolvida na producdo de hemoglobina. Sua atividade é sensivelmente
reduzida na presenca de chumbo no tecido sanguineo (Alves Costa et al., 2007; Schmitt et al., 2007;
Kutlu e Stimer, 2008; Lombardi et al., 2010), mas ndo nos demais (Campana et al., 2003). Desta forma, a
presenca de chumbo pode promover a inibicdo desta enzima, acarretando reducdo da producdo da
hemoglobina, seguida pelo decaimento dos outros indices hematoldgicos, como o hematdcrito e o
numero de células vermelhas circulantes (Ates et al., 2008). Contudo, alteracGes desta natureza sdo
perceptiveis apenas apds um periodo de exposicdo que vai de 7 dias a mais de 50, dependendo da
espécie e da concentragdo do metal (Campana et al., 2003). Desta forma, alteracGes nos parametros
hematoldgicos decorrentes de exposi¢cdes curtas ao chumbo devem se apresentar associadas a outros
fatores, e ndo a sintese de hemoglobina.

Além de prejudicar a produgdo de células sanguineas, o chumbo pode promover a reduc¢do dos
parametros hematoldgicos decorrente da morte prematura de eritrocitos (James et al.,, 1993). A
presenca do chumbo na circulagdo sanguinea pode ser a causa de uma instabilidade na membrana dos
eritrécitos, fragilizando-os e deixando-os mais susceptiveis ao rompimento (Shah, 2006). Por outro lado,

a presenca de chumbo é capaz de promover o aumento dos valores hematoldgicos em resposta a uma
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reducdo prévia do nimero de células ou conteddo de hemoglobina (Shah, 2006; Mager, 2012). Esta
resposta aumenta a eficiéncia no transporte de oxigénio, por meio da liberacdo de catecolaminas,
liberando novas células sanguineas para a circulacao, através de contracdo esplénica, aumentando assim
os diversos parametros hematolégicos (Wendelaar-Bonga, 1997). A concentracdo e o tempo de
exposicdo sao fatores determinantes para a observacdo desses efeitos e respostas (Shah, 2006), além
disso, todos estes efeitos podem ser revertidos para os niveis normais na auséncia do agente estressor
(James et al., 1993).

Apesar de o chumbo nem sempre promover alteragcbes nos valores de hematdcrito,
hemoglobina ou nimero de células, altera¢cdes na morfologia dessas células sdo facilmente observadas
(Shah, 2006; Serezli et al., 2011), indicando que pode haver uma atua¢do do chumbo sobre os
elementos que conferem aos eritrdcitos sua estrutura e morfologia (Oliveira-Ribeiro et al., 2006). Além
disso, a auséncia de efeitos do chumbo sobre os parametros hematoldgicos pode ser indicio de uma

compensacao ou de ajustes fisioldgicos ao agente estressor (Shah, 2006).

I. 6 Parametros metabolicos

A glicose é uma das principais fontes de energia para os teledsteos, e seu suprimento se da
através da alimentagdo. Apds sua absorc¢do, a glicose é utilizada como fonte de energia nos tecidos ou
armazenada sob a forma de glicogénio no musculo estriado esquelético, e de triacilglicerol no tecido
adiposo. No jejum, a manutencdo dos niveis glicmicos é regulada por agdo hormonal, e a liberagdo de
glicose na corrente sanguinea pode ocorrer através da glicogendlise (hidrdlise de moléculas de
glicogénio) e gliconeogésese (sintese de glicose a partir de glicerol, lactato e a-cetodcidos) no figado
(Takasusuki et al., 2004). O glicogénio muscular, por sua vez, é utilizado exclusivamente como fonte
energética para consumo local (Milligan, 1996; Hemre et al., 2002). A obtencdo de energia a partir da
glicose pode ocorrer através de duas rotas metabdlicas que apresentam em comum as suas etapas
iniciais (Hochachka, 1969), dando origem ao piruvato. A partir do piruvato, o que determina a via
metabdlica que da continuidade ao metabolismo da glicose é a presenga ou ndo de oxigénio.

SituagcBes de estresse impdem ao animal necessidade imediata de mobilizagdo de grandes
quantidades de energia, no intuito de combater o agente estressor. Esta mobilizagcdo é desencadeada
pela liberagao de adrenalina e cortisol na corrente sanguinea, que em teledsteos sao produzidos pelas
células cromafins e inter-renais, respectivamente, localizadas no rim anterior (Wendelaar-Bonga, 1997).
A adrenalina é um hormoénio de acdo rapida, cuja liberagdo e atuacdo ocorrem quase imediatamente

apods a acdo do fator desencadeante, mas sua atuacdo é limitada e decai apds alguns minutos (Barton,
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2002). O cortisol, por outro lado, estd permanentemente presente na circulagdo em baixas
concentragoes, e sua funcdo é modular os niveis glicémicos em periodos de jejum (Mommsen et al.
1999; Ramesh et al., 2009), existindo uma flutuacdo diaria de seus niveis dentro de limites fisioldgicos
normais (Barton, 2002). Entretanto, a presenca de um agente estressor promove a liberacdo de cortisol
em quantidade bem acima da homeostatica (Nascimento et al., 2012), desencadeando uma resposta
secunddria de elevagao dos niveis glicémicos (Thomas, 2008). A liberagdo deste horménio pode ocorrer
desde os primeiros minutos de exposicao ao agente estressor, até algumas horas depois, e sua presenca
no corpo do animal ndo dura mais que poucas horas (Wendelaar-Bonga, 1997; Iwama et al., 2006).
Porém, existem relatos de que o chumbo desencadeie a secrecdo de cortisol em teledsteos dulcicolas
mais tardiamente, apds alguns dias de exposicdo (Rogers et al., 2003; Ramesh et al., 2009).

A magnitude da resposta de estresse em virtude da presenca de contaminantes estd ligada a
inimeros fatores, como o tipo do agente contaminante (Pankhurst, 2011), sua concentragdo (Martinez
et al., 2004) e a espécie animal (Barton, 2002). Desta forma, ao mesmo tempo em que se acredita que a
hiperglicemia encontrada em peixes expostos a contaminantes pode ser decorrente da liberacdo prévia
do cortisol (lwama et al., 2006), apenas a dosagem deste hormdnio pode ndo refletir o grau de estresse
experimentado por um peixe, sendo que representa uma medida instantanea de um processo dinamico
que pode ter tido inicio em um periodo desconhecido que antecede o momento da amostragem
(Barton, 2002). De encontro a isso, Wendelaar-Bonga (1997) alerta que nem toda elevacdo de cortisol
estd associada ao estresse, pois que diferentes espécies de teledsteos apresentam variagGes diarias e
sazonais muito marcadas, além de este hormoénio também estar associado ao comportamento
reprodutivo e regulacdo osmatica.

Além de sua imprescindivel atuacdo junto a regulacdo metabdlica, em conjunto com a
prolactina, o cortisol atua nas branquias dos teledsteos dulcicolas, colaborando para a regulacdo da
captagdo idnica (Mancera e McCormick, 2007; Ramesh et al., 2009). A prolactina é o principal hormonio
regulador da osmorregulacdo em teledsteos de agua doce (Evans, 2008) e sua produgdo esta
relacionada com a reduc¢do da osmolaridade ambiental e ao declinio dos niveis de sédio no plasma
(Kaneko e Hirano, 1993). Juntos estes dois hormonios sdo capazes de estimular, nas branquias, a
diferenciagao de células ricas em mitocéndrias a partir de células indiferenciadas (Mommsen et al.,
1999; Dang et al., 2000; Mancera e McCormick, 2007; Ramesh et al., 2009), no intuito de aperfeicoar os
processos de captacdo de ions.

A presenca de alguns contaminantes na agua, no entanto, pode ocasionar efeito oposto ao

deflagrado pela resposta de estresse, inibindo a sintese ou a liberacdo de hormdnios, na chamada
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disrupcdo enddcrina. Uma ampla gama de contaminantes sdao descritos como disruptores enddcrinos
(Colborn et al., 1993; Ankley et al., 2009), e a acdo de contaminantes como cobre (Nascimento et al.,
2012), herbicidas (Nascimento et al., 2012; Navarro e Martinez, 2014) e compostos a base de petrdleo
(Simonato et al., 2008) sobre a secrecdo de cortisol ja foi descrita.

A resposta fisioldgica do peixe diante de uma situagdo que |lhe causa estresse é complexa, pois
envolve sua capacidade de mobilizar reservas energéticas de forma a evitar ou vencer imediatamente a
situacdo de ameacga. Como a glicose é o combustivel principal para atender a demanda energética, esta
via torna-se essencial para a recuperagao da homeostase (Aluru e Vijayan, 2009). O musculo esquelético
estd sujeito a constantes alteracGes abruptas de requisicdo de energia, que é sustentada por um rdpido
processo de glicélise e formagdo de piruvato (Hochachka, 1969). Este piruvato pode ser convertido a
acetil-CoA dando prosseguimento a via glicolitica aerdbica, ou pode ser convertido a lactato, quando o
suprimento de oxigénio é insuficiente para a demanda tecidual. Este mesmo processo pode ocorrer em
todas as células do organismo em situacdo de hipdxia metabdlica. Durante o esforco fisico extenuante
ha uma grande producdo deste metabdlito pela acdo da lactato desidrogenase, que é rapidamente
eliminado para o sangue (Milligan, 1996). A metaboliza¢do do lactato plasmatico pode ocorrer no figado
(Milligan, 1996; Hemre et al., 2002; Takasusuki et al., 2004; Enes et al., 2009) ou no rim (Hemre et al.,
2002), onde dara origem novamente a glicose pela via neoglicogénica (Hemre et al., 2002; Enes et al.,
2009), gracas ao aumento da atividade reversivel da lactato-desidrogenase (Vijayan et al., 1997). A
glicose formada a partir do lactato é encaminhada de volta ao sangue para suprir a demanda energética
dos demais tecidos.

O processo de formacdo de lactato plasmatico em teledsteos pode ser amplificado pela
presenca de contaminantes na d4gua. Aumentos significativos da concentracdo plasmdtica deste
composto para teledsteos ja foram verificadas apds exposi¢do a herbicidas (Navarro e Martinez, 2014),
compostos nitrogenados (Jensen et al., 1987) e metais (Chowdhury et al., 2004; Takasusuki et al., 2004),
e, em principio, sdo mais associadas as condi¢Ges de baixa concentragao sistémica de oxigénio, do que a

hiper-atividade do tecido muscular esquelético.

I. 7 Acetilcolinesterase

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor sintetizado nos terminais axonais a partir da colina e
da acetilcoenzima A (Fig. I. 1), tendo um papel crucial nas sinapses centrais e neuromusculares do
sistema colinérgico. No sistema nervoso central a ACh é capaz de transmitir sinais excitatérios ou

inibitérios, enquanto sua liberacdo junto a placa motora promove a estimulacdo das células musculares.
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Apds a liberacdo na fenda sindptica, a ACh é rapidamente degradada pela enzima acetilcolinesterase
(AChE), visando coibir seus efeitos prolongados (Fig. I. 1)(Behra et al., 2002). Assim, ha uma réapida
remocdo da ACh liberada na sinapse adequando a intensidade do sinal e o desempenho da funcgao
muscular (Van der Qost et al.,, 2003). Desta forma, a inibicdo desta enzima promove uma hiper-
estimulagdo da célula pds-sindptica (Payne et al., 1996).

poteio G

terminal Mitocdndria

\
Acetil CoA
(oor

Acetilcolina
{Ach)

A
Ch < Vesicula
sindptica

~—/Ch\ Receptor

colinérgico
Acetato gh,t{/
Lo 3

Célula

Figura I. 1. Figura esquematica da sintese e reciclagem da acetilcolina (ACh) e da agdo da
acetilcolinesterase (AChE) na sinapse. Figura adaptada de peaknootropics.com.

Acreditava-se que alteragdes na atividade da AChE estavam limitadas a presencga de agrotdxicos,
principalmente a base de organofosforados e carbamatos (Van der Oost et al., 2003; Scott e Sloman,
2004), mas pesquisas recentes vém mostrando que a atividade desta enzima também pode ser alterada
por uma ampla gama de agente poluidores (Najimi et al., 1997; de la Torre et al., 2002; Richetti et al.,
2011). Ndo ha conclusGes definitivas a respeito da agdo de metais sobre a atividade da AChE (Zarros et
al., 2013), enquanto alguns trabalhos relatam sua inibicdo (Labrot et al., 1996; Reddy et al., 2003; de
Lima et al., 2013) ou auséncia de efeitos (Nunes et al., 2014), outros descrevem uma flutuacdo entre
inibicdo, estimulagdo e auséncia de efeitos (Najimi et al., 1997; Richetti et al., 2011). Esta varia¢do dos
resultados deve-se principalmente as variagdes no tempo e concentracdo de exposicdo. Contudo, a
maioria dos trabalhos envolvendo a acdo do chumbo sobre a atividade colinesterdsica in vivo ou in vitro,
aponta para a inibicdo desta enzima. Altera¢des de ordem neuroldgicas desencadeadas por exposicdo a
agentes tdxicos podem provocar alteragdes de comportamento, comprometendo a habilidade natatéria,
a capacidade de tomada de alimento ou fuga de predador, e o comportamento reprodutivo (Scott e

Sloman, 2004), trazendo prejuizos sobre a sobrevivéncia da espécie.
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I. 8 Osmorregulagao

Os teledsteos dulcicolas apresentam a concentracdo osmotica de seus fluidos internos maior do
gue a do meio em que vivem. Devido a necessidade de troca de gases, regulacdo acido-base e
eliminacdo de metabdlitos, é necessario que as branquias desses animais apresentem uma ampla
superficie de contato com a d4gua, que favorece a perda i6nica por difusdo e o ganho de agua por
osmose, facilitando um desequilibrio hidrico e i6nico. A fim de contornar esta situacdo, as branquias dos
teledsteos dulcicolas sdo dotadas de tipos celulares especiais que atuam com a finalidade de absorver
fons ativamente da dgua. Estas células apresentam uma grande populacdo de organelas responsaveis
por produzir a energia necessaria para mover os ions contra seus gradientes de difusdo, e por esta razdo
sdo chamadas células ricas em mitocondrias (CRM) (Fig. I. 2) (Evans et al., 2005). Além disso, uma grande
guantidade de agua precisa ser eliminada apds entrar pelas branquias ou com a ingestao de alimentos, e
para isso, o rim posterior destes animais trabalha produzindo uma grande quantidade de urina diluida
(Evans, 2008). Desta forma, ha uma sincronia fisiolégica entre as branquias e o rim de teledsteos
dulcicolas no intuito de absorver ions da agua, impedir sua perda e eliminar a dgua que entra em
excesso, gerando, assim, um ambiente interno favordvel para a manutencdo das fun¢cdes homeostaticas.
As células destes érgdos apresentam especializacbes que auxiliam na absorcdo ativa dos ions e
prevenc¢ao de sua perda para o ambiente no processo de osmorregulagao.

As CRM, presentes em grande quantidade no tecido branquial, sdo dotadas de uma ampla gama

HCO, H H* Agua/Luztubular

@
©

Cl Na* Na* Ca?
HCO; He Branquia
ou
Rim
€O, £
2K | Na*
& MV m

CA

3Na* Ca* g
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Figura I. 2. Modelo simplificado de CRM branquial e de célula tubular renal de teledsteos dulcicolas, mostrando os principais
elementos envolvidos no transporte de Na*, H', CI', Ca** e HCO;". TCB — trocador cloreto bicarbonato; THN — trocador Na*/H";
HA — H"-ATPase; AC — anidrase carbdnica; NKA — Na'/K'-ATPase; TNC — trocador Na'/Ca®*; CA — Ca**-ATPase. Fonte: a autora.
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de diferentes transportadores inseridos no dominio apical e basolateral da membrana plasmatica
(Hirose et al., 2003). A Na'/K'-ATPase (NKA) é o mais abundante deles, estd inserida na membrana
basolateral dessas células, e, como o préprio nome sugere, sua funcdo é transportar sddio (Na‘) e
potdssio (K') através da membrana plasmatica (Fig. . 2). A NKA & uma enzima formada por duas
subunidades, uma catalitica transmembrana multipasso chamada de subunidade alfa, e uma
glicoproteina associada, a subunidade beta (Hwang e Lee, 2007). Na subunidade alfa estdo localizados
os sitios ligantes dos ions e do ATP, a fonte de energia para o transporte. A cada elemento que se acopla
a enzima ha uma mudanga em sua conformacdo, expondo o sitio de ligacdo do préximo elemento
ligante. Isso ocorre ora para o interior da célula, ora para o meio extracelular, retirando da célula trés
ions sédio em troca de dois ions potassio do plasma, contra seus gradientes de concentragdo. Gracgas ao
numero desigual de ions positivos transferidos através da membrana plasmatica pela NKA, ha a geracao
de um potencial elétrico negativo no meio intracelular, favorecendo a entrada de cargas positivas para o
interior da célula (Heath, 1995; Hwang e Lee, 2007). Para que a molécula de ATP se ligue ao seu
respectivo sitio de ligacdo na porcdo intracelular da subunidade alfa da enzima, é necessdria a presenca
de um ion magnésio, que ird atuar como co-fator da enzima. E a auséncia, substituicdo ou a
interferéncia na ligacdo deste ion implica em inatividade da enzima (Fischer e Giroux, 1987), provocando
alterac3o na concentracdo dos ions Na“ e K" no plasma.

Uma segunda enzima que colabora para a obtenc3o de Na* do ambiente é a anidrase carb6nica
(AC), que encontra-se aderida a membrana plasmatica ou a organelas celulares, e também esta presente
no citosol das células branquiais (Gilmour e Perry, 2009). Sua funcdo é catalisar reversivelmente a
reacdo de hidratacdo do gas carblOnico, que chega através da corrente sanguinea para se eliminado
pelas branquias, formando acido carbdnico (Hirose et al., 2003). A estabilidade deste acido é muito
baixa, ocorrendo uma rapida dissociacdo e a formacdo dos ions bicarbonato (HCO;) e hidrogénio (H). A
importancia desta enzima para a osmorregulagdo esta no fato de os dois produtos por ela “formados”
atuarem como contra-ions para a captura de Na" e cloreto (CI') do meio (Fig. I. 2) (Gilmour, 2012). Além
disso, a formac3o de H' possibilita a regulacdo do equilibrio dcido-base (Gilmour, 2012), mas para isso, é
necessario que a AC esteja associada aos transportadores dos ions que serdao formados, a fim de evitar
que o H" e o HCO; se dissipem e interajam com os componentes celulares provocando desnaturacdo
protéica (Hirose et al., 2003). Desta forma, a interferéncia na atividade desta enzima pode causar
prejuizo das concentracdes de Na* e CI' no plasma, e do balanco acido base.

Para que o balango acido-base possa ser regulado é necessario que a célula seja capaz de

armazenar o hidrogénio em compartimentos celulares, ou mové-lo para fora na dire¢do do ambiente ou
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do plasma. Acredita-se que a eliminacdo do H" e do HCO5 ocorra separadamente em tipos celulares
distintos, por meio de diferentes transportadores (Gilmour, 2012). Um desses transportadores é a H'-
ATPase, uma proteina de membrana descrita primeiramente em endomembranas, e também conhecida
por bomba de préton tipo vacuolar (ou V-ATPase). Esta proteina é formada por um grande nimero de
subunidades agrupadas em dois complexos, um responsavel pela hidrélise do ATP, e outro pela
translocacdo do préton (Hirose et al., 2003), e sua sintese ocorre no reticulo endoplasmatico, de onde é
transportada em vesiculas até a membrana alvo (Nelson, 1988). A H'-ATPase atua acidificando
compartimentos celulares ou extraindo H' de diferentes tipos de células, e nas branquias, sua
localizagdo nao é restrita as CRM. O tipo celular branquial que apresenta uma grande concentracido de
H*-ATPase estd também envolvido com a absor¢do de Na* (Gilmour, 2012), j& que a eliminacdo do H*
para o meio, promove um gradiente elétrico favoravel a entrada deste ion através de canais de sddio
associados ao carreador (Fig. I. 2) (Hirose et al., 2003). Desta forma, além de comprometer a regulacdo
acido-base, a perturbac3do da atividade da H*-ATPase, pode implicar em reduc¢3o da concentrac3do do Na*
plasmatico.

Outro mecanismo que favorece a entrada de Na‘esta associado a absorc¢do do ion calcio (Ca**),
através do trocador Na‘/Ca® presente na membrana basolateral das CRM (Hirose et al., 2003). Este
trocador desloca o Ca®* intracelular para o plasma em associacdo com a Ca**-ATPase localizada na
mesma regido da membrana plasmatica (Hwang e Lee, 2007). A remocdo do Ca®* do interior celular
proporciona um gradiente eletroquimico adequado a entrada passiva por canais de Ca** localizados na
membrana apical das células (Fig. I. 2) (Hirose et al., 2003; Hwang e Lee, 2007). Acredita-se que a Ca*'-
ATPase apresente um papel secundario no transporte de Ca’* através da membrana basolateral, ficando
a cargo do trocador Na'/Ca® a geracdo da maior parte da forca motriz para a absorgo deste cation
divalente (Hirose et al., 2003). Porém a resposta para hormonios hipercalcémicos estd diretamente
relacionada a densidade de bombas de calcio na membrana basolateral (Flik et al., 1993), além disso,
diversos trabalhos apontam que a redugdo da atividade da Ca**-ATPase promove uma diminuicdo dos
niveis calcémicos (Rogers e Wood, 2004; Atli e Canli, 20114, b), mostrando que esta bomba desempenha
papel primordial no ajuste da regulagdo do Ca** plasmatico. Em resumo, o transporte transepitelial de
fons Ca**através das CRM nas branquias baseia-se na entrada passiva através de um canal apical,
seguido pela sua extrusao, através da membrana basolateral, por meio de um trocador Na*/Ca** ou de
transporte ativo primario exercido por um transportador dependente de ATP (Ca®*-ATPase).

Ao lado das branquias, o rim posterior desempenha papel importante na hiperregulagdo iGnica e

equilibrio acido-base em teledsteos de dgua doce (Perry et al., 2003; Gilmour e Perry, 2009). Mas ao
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contrdrio delas, o rim nao dispde de amplo contato com o meio, mostrando-se menos susceptivel a
variacGes ambientais (Heisler, 1993). Os mecanismos de captacdo idGnica a partir da agua descritos para
as células branquiais aplicam-se, em grande parte, para a reabsorcdo de ions que tomam lugar nas
células dos tubulos renais, no intuito de evitar a perda i6nica através da urina, e estdo representados na
Figura I. 1. A importancia do sistema de reabsor¢ao de ions do filtrado no tecido renal estd na economia
energética que isso proporciona, uma vez que é muito mais dispendioso absorver ions ativamente
através das branquias, ja que o gradiente eletroquimico que a dgua impde é muito maior (Hirose et al.,
2003). Além disso, o rim também desempenha papel auxiliar de regulagdo do pH através da reabsorc¢do
de HCO; (Perry e Gilmour, 2006).

As enzimas osmorregulatérias nas branquias e no rim posterior atuam em sincronia no intuito
de manter constantes as concentracdes de ions e o equilibrio acido-base, para proporcionar as
condicOes ideais para a realizacdo de atividades metabdlicas (Evans, 1987). Flutuacbes nas
concentracdes de ions sdo rapidamente contornadas pela acdo de hormonios osmorreguladores como o
cortisol, a prolactina e o hormonio do crescimento (Evans et al., 2005; Mancera e McCormick, 2007).
Estes hormoOnios agem em conjunto aumentando o niumero de células responsaveis pela hiperregulacdo
de ions ou a atividade dos transportadores envolvidos (Evans et al., 2005; Mancera e McCormick, 2007;
Evans, 2008).

Ainda existem muitas lacunas nos processos moleculares que envolvem o transporte ativo de
ions pelas branquias, e muito especula-se em torno dos mecanismos envolvidos no transporte
transepitelial de alguns fons (Evans, 2008). O transporte de Na‘e Ca®* ja foi discutido nos paragrafos
anteriores, e a partir daqui serdo brevemente apresentados os mecanismos de captacdo dos ions CI, K*
e magnésio (Mg”*).

A absorcdo do Cl se da em associagdo com a extrusdo de HCO3, derivado da hidratacdo do CO,,
através de trocadores de anions localizados na membrana apical de células branquiais pavimentosas.
Estes trocadores também desempenham papel importante na regulagdo acido-base e constituem a
principal forgca motriz para a absor¢dao de CI" (Hirose et al., 2003). Desta forma, uma redugdo no
suprimento de HCO;', em decorréncia da redugdo da atividade da AC, pode culminar em redugao das
concentragdes plasmaticas de CI” (Rogers et al., 2005). Apds entrar nas células epiteliais das branquias, o
Cl" sai em direcdo ao sangue movido por um gradiente elétrico, através de canais de cloreto na
membrana basolateral (Hirose et al., 2003; Perry et al., 2003).

A absorc3o do K ocorre principalmente pela via alimentar, e sua concentra¢do plasmatica é

relativamente baixa, enquanto no interior celular a concentracio de K" é consideravelmente maior



O 00 N O U B~ W N

W W W N N N N N N N N NN P P P P P P P p p p
N P O O 00 N O U1 A W N P O W O N O 1 B W N P O

17

(Martinez e Souza, 2002). Nos epitélios absortivos das branquias e do rim, o K* é usado como
coadjuvante para a absorcio de Na' graca a presenca da NKA. O antiporte através da membrana
plasmatica de mais cargas positivas para fora, do que para seu interior, cria um potencial elétrico que
favorece a entrada de cargas positivas. Canais de potassio na membrana basolateral das células permite
a extrusdo de pequenas quantidades deste ion de volta ao plasma, para que seja possivel a manutencado
do ciclo. Altera¢des nas concentracdes de K no plasma refletem o aumento do efluxo deste ion a partir
das células sanguineas ou outro tipo celular (Laurén e McDonald, 1985; Saglan et al., 2013), ou desvios
da atividade normal da NKA (Jensen et al., 1987).

O Mg** plasmatico em teledsteos dulcicolas é absorvido, quase totalmente, pela via alimentar
(Flik et al., 1993; Bijvelds et al., 1998) e sua concentracdo é bastante reduzida (Holmes e Donaldson,
1969), sua eliminacdo através da urina é evitada por um eficiente sistema de reabsor¢do tubular
(Bijvelds et al., 1998). Porém, além da via alimentar, o magnésio pode ser absorvido ativamente nas
branquias através de processos ainda ndo totalmente compreendidos (Bijvelds et al., 1998; Marshall,
2002), e ha suspeitas que sua regulacdo esteja associada a regulacdo de calcio (Rogers et al., 2003).
Assim como o K*, as concentragdes de Mg®* no interior das células sdo superiores as encontradas no
plasma (Holmes e Donaldson, 1969), assim, alteracdes na concentracdo plasmatica de Mg®* podem
decorrer do extravazamento celular.

Além da manutencdo das concentragOes iGnicas no plasma através da captacdo ativa de ions, as
células dos epitélios transportadores dos teledsteos dulcicolas também apresentam especializacGes
associadas a reducdo da permeabilidade. As células do epitélio branquial sdo dotadas de juncGes
oclusivas, especializacdes de membranas que as mantém fortemente unidas para evitar a perda ionica
pela via paracelular (Laurent, 1984; Evans et al., 2005). As proteinas que compdem esta juncdo celular
dependem da presenca de Ca®* para poderem se ligar umas as outras (Brown e Davis, 2002), de modo
que, a depleg¢do da concentragdo de Ca** circulante pode proporcionar o afrouxamento das juncdes,
permitindo o efluxo de ions.

Desajustes osmorregulatdrios decorrentes de alteragdes na fun¢do dos transportadores de
membrana sdo frequentemente relatados para peixes dulcicolas expostos a agua com metais (Ay et al.,
1999; Camargo et al., 2009; Atli e Canli 2011a, b), e diversos trabalhos indicam o potencial do chumbo
como desregulador idnico (Rogers et al., 2003, 2005; Rogers e Wood, 2004; Alves e Wood, 2006; Patel et
al., 2006; Ribeiro et al., 2014). Sabe-se que o chumbo é capaz de interagir com a NKA dificultando o
acoplamento do ATP em seu sitio catalitico, e promovendo reducdo da sua atividade (Ahern e Morris,

1999). Além disso, interferéncias na atividade da AC também ja foram descritas, porém, com um baixo
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limiar de sensibilidade (Rogers et al., 2005). O desempenho catalitico da AC depende da presenca do
zinco como co-fator (Gilmour e Perry, 2009) e o chumbo é capaz de interagir com este metal (Ceyhun et
al,, 2011), comprometendo a atividade da enzima. Ademais, este metal divalente é capaz de
comprometer o funcionamento da Ca®*-ATPase gracas & sua similaridade molecular com o Ca®,
comportando-se como um antagonista, capaz de utilizar a mesma via de transporte para adentrar o
animal. Todos os eventos envolvidos no transporte de Ca*" também sdo descritos como possiveis vias de
absor¢do do chumbo, podendo ocorrer o bloqueio do canal apical e a reducdo da atividade dos
trocadores Na*/Ca®* localizados na membrana basolateral (MacDonald et al., 2002; Rogers et al., 2003;
Atli e Canli, 2007). Mas além de interferir negativamente nos processos de tomada i6nica, o chumbo
pode ainda alterar a concentracdo de ions plasmaticos em peixes de agua doce pelo aumento do efluxo
de fons, provocado por disttrbios na permeabilidade idnica das membranas gracas a deplegdo do Ca**
plasmatico. N3o ha relatos de que o chumbo possa interferir diretamente no desempenho da H*-
ATPase, porém, o organismo é capaz de regular sua atividade para contornar desajustes advindos de

interferéncias em outros mecanismos (Perry et al., 2003), como a regulacdo adico-base.

I. 9 Branquias: histologia e ultraestrutura

Além do seu conhecido papel nas trocas gasosas, as branquias desempenham importante
funcdo na osmorregulacdo, equilibrio acido-base e excrecdo de compostos nitrogenados (Evans et al.,
2005). Em virtude disto, adequacdes morfoldgicas que proporcionem maior eficiéncia no desempenho
dessas fun¢bes sdo requeridas, conferindo as branquias uma peculiar organizacdo anatomica e
histolégica (Hughes, 1984; Laurent, 1984).

Na maioria dos teledsteos as branquias sdo formadas por um conjunto de oito arcos branquiais
situados bilateralmente, e alojadas em camaras branquiais. A dgua entra pela boca e é direcionada para
as camaras por um sistema de bombas acopladas, desta forma, as branquias ficam imersas em agua com
constante renovagdo. Os arcos branquiais sdo sustentados por uma porgao cartilaginosa de onde
partem inimeros filamentos organizados em duas fileiras semiparalelas. Um grande numero de dobras
epiteliais eleva-se em quase todo o comprimento dos filamentos formando as lamelas. Todo esse
sistema é irrigado por um grande nimero de capilares e canais sanguineos (Wilson e Laurent, 2002).

Nas lamelas o espag¢o destinado ao sangue é delimitado por células pilares, que formam uma
rede de vascularizacdo complexa e que também mantém unidas as paredes das lamelas (Fig. I. 3).
Externamente, compondo as paredes das lamelas, células epiteliais pavimentosas (CPV) formam um

delgado limite entre os espagos interno e externo. Esse tipo celular é caracterizado por seu formato
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Figura 1. 3. Desenho esquematico e
eletromicrografia da secgdo de uma
lamela branquial préxima ao canal
marginal (OM), onde é possivel identificar
células pilares (PC) e células epiteliais
pavimentosas (PE) que formando os
canais pelos quais circulam os eritrécitos
(RBC). Extraido de Olson, 2002.

achatado, com um nucleo pequeno e alongado e com um numero reduzido de organelas (Fig. I. 3). Tais
células também estdo presentes na camada mais externa do filamento e sdo responsaveis por recobrir
as CRM, delimitando e regulando a area de superficie que faz contato com a agua (Wilson e Laurent,
2002). Na superficie externa das CPV verificam-se elevagdes da membrana plasmdtica que se
assemelham as marcas de impressdes digitais e recebem o nome de microcristas (Fig. I. 4). A fungdo
destas microcristas é ainda bastante debatida, mas segundo alguns autores elas sdo capazes de
proporcionar uma maior adesdo do muco (Carmona et al., 2004).

Na regido do filamento desprovida de lamelas estdo presentes as células mucosas, que sdo
responsaveis pela producdo e secrecdo de muco, e o padrdo de numero e distribuicdo dessas células
pode variar de acordo com a necessidade (Wilson e Laurent, 2002). Nas camadas basais e intermediarias
do filamento branquial estdo presentes células epiteliais indiferenciadas que se caracterizam pelo
grande tamanho do nucleo em relacdo ao citoplasma, e podem dar origem as CPV ou as CRM. Nos
teledsteos essa diferenciacdo ocorre preferencialmente no filamento (Laurent, 1984), onde essas células
correspondem a cerca de 90% numero do total de células (Wilson e Laurent, 2002, Evans et al., 2005).

A CRM (Fig. I. 4) é o tipo celular mais estudado nas branquias de teledsteos dulcicolas, ja que
nelas reside a fun¢do de capta¢do da maior parte dos ions. As CRM apresentam diversas caracteristicas
que as diferenciam das demais células, e uma andlise de microscopia eletronica de transmissdao permite

distinguir morfologicamente a existéncia de diferentes tipos de CRM. Esta variacgdo morfoldgica baseia-

se na ocorréncia de células em diferentes estagios de maturagdo, ou na distingdo funcional entre os
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Figura . 4. Eletromicrografia de varredura do
epitélio branquial de P. lineatus mostrando a
abertura de uma célula rica em mitocondrias
(CRM)  delimitada por células epiteliais
pavimentosas (CPV), que apresentam elevagdes
da membrana plasmatica denominadas

microvilosidades (*). Fonte: a autora.

tipos de CRM (Inokuchi et al., 2009). Além da presenca de uma grande populacdo de mitocondrias, as
CRM caracterizam-se por apresentar um amplo sistema de tubulos continuos a membrana basolateral,
vesiculas sub-apicais e um grande nucleo ovéide (Perry, 1997). Estas células sdo tipicamente
encontradas na regido interlamelar dos filamentos, e sua presenga na lamela limita-se a um ndmero
reduzido, ou a sua total auséncia (Perry, 1997). Porém, a necessidade de aumentar a capacidade
hiperregulatéria nos teledsteos dulcicolas é capaz de promover o deslocamento de um grande numero
dessas células até as lamelas (Wilson e Laurent, 2002; Hwang e Lee, 2007). Alteragdes desta natureza,
contudo, pode ser prejudicial para manter as trocas de gases a uma taxa eficiente (Perry, 1997).

Devido ao seu contato direto com a agua, as branquias representam portas de entrada para os
contaminantes presentes (Vinodhini e Narayanan, 2008; Palaniappan et al., 2009) e se destacam como
bons indicadores de qualidade de agua (Palaniappan et al., 2009). Por isso, este tecido apresenta uma
grande susceptibilidade aos xenobidticos e dispde de mecanismos adaptativos que visam reduzir a
entrada desses agentes toxicos. O organismo pode apresentar alteragbes histolégicas no tecido
branquial que funcionam como uma barreira para minimizar a entrada desses contaminantes (Mallatt,
1985). Por outro lado, assim como a proliferacdo e o deslocamento de CRM para as lamelas, outras
alteragOes histopatoldgicas mostram-se como “mds adapta¢des”, j4 que aumentam a distancia de
difusdo entre o sangue e a dgua. Da mesma forma, o aumento da produ¢do de muco frente a exposi¢cao
a contaminantes também resulta em aumento da distdncia para as trocas (Shephard, 1994).

A exposicdo de teledsteos dulcicolas a aguas contaminadas com metais (Dang et al., 2000;
Camargo et al., 2009), incluindo o chumbo (Ribeiro et al., 2014), resulta tipicamente em aumento do
numero de CRM nas lamelas branquiais. AlteracGes histolégicas no epitélio e nos vasos branquiais

também ja foram identificadas apds exposicdo ao chumbo (Martinez et al., 2004). Contudo, a maior
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parte dos estudos de alteracdes morfoldgicas nas branquias acabam negligenciando as CPV, onde
podem estar grandes probabilidades de danos (Wilson e Laurent, 2002). As patologias referentes a CPV
sdo mais claramente identificadas através de técnicas histoldgicas de microscopia eletrénica de
varredura, quando alteragdes no padrdo de microcristas podem ser identificados (Mallat, 1985;

Carmona et al., 2004; Paulino et al., 2012).

I. 10 Justificativa

O chumbo pode ser encontrado em corpos d’dagua em quantidades acima das concentragdes
vigentes na legislacdo brasileira. Os efeitos osmoibnicos do chumbo e seu acimulo nos tecidos da
espécie de peixe neotropical de dgua doce Prochilodus lineatus foram avaliados por Ribeiro et al. (2014),
que verificaram uma série de alteragOes a partir de 6 h de exposicdo ao metal. Neste contexto, insere-se
a importancia de estudos que objetivam desvendar o modo de atuacdo desta espécie metdlica sobre a
fisiologia de teledsteos dulcicolas da regido neotropical nas primeiras horas de contato (1, 2 e 3 h).
Assim, a énfase deste trabalho foi mapear os padrées de acumulo do chumbo e a producdao de MT nos
tecidos de P. lineatus ao longo das primeiras 24 horas de exposicao, investigar seus efeitos neurotdxicos

e histopatoldgicos, e as interferéncias sobre os processos metabélicos e osmorregulatorios.
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Capitulo II: Hipdtese e objetivos

Il. 1 Hipdtese

O chumbo, em concentracbes ecologicamente relevantes no ambiente dulcicola, pode se
acumular e provocar disturbios metabdlicos, osmorregulatérios e morfofuncionais em peixes, nas

primeiras 24 horas de exposicao.

Il. 2 Objetivo geral

Verificar o padrdo do acumulo de chumbo e seus efeitos em parametros metabdlicos,
osmorregulatorios e morfofuncionais no teleésteo neotropical Prochilodus lineatus nas primeiras 24

horas de exposicao ao metal.

Il. 3 Objetivos especificos

e Verificar o padrdo de acimulo de Pb e sua relagdo com o conteldo de proteinas semelhantes a
metalotioneinas em érgdos alvo de P. lineatus;

e Avaliar os efeitos do Pb sobre parametros sanguineos e metabdlicos de P. lineatus ao longo das
primeiras 24 horas de exposi¢do ao metal;

e Analisar se a curta exposi¢ao ao Pb é capaz de promover desajustes idnicos e alterar as enzimas
de transporte de ions nas branquias e rim de P. lineatus;

e Determinar se a exposicdo aguda ao Pb promove danos ultraestruturais e histoldgicos nas

branquias de P. lineatus.
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Capitulo lll: Desenho Experimental

Nesta sessdo estao descritos os procedimentos experimentais referentes aos capitulos IV, V e VI.

lll. 1 Animais

Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) (Characiformes, Prochilodontidae) é uma espécie de
teledsteo dulcicola presente na regidao neotropical e endémica das bacias do Prata, Parana e Paraguai.
Este peixe possui hdbito alimentar detritivoro e ja se revelou bastante responsivo a exposicdo a
contaminantes, podendo ser, por este motivo, considerado um bom biomonitor. Os exemplares juvenis
de Prochilodus lineatus utilizados neste trabalho foram fornecidos pela Estacdo de Piscicultura da
Universidade Estadual de Londrina (N = 560) e transportados em sacos plasticos até o laboratdrio de
bioensaio, onde passaram por um periodo de aclimatacdo de, no minimo 5 dias, em tanques de 300 L
contendo dgua desclorada e um ciclo de 12 h de claro e 12 h de escuro. Durante a aclimatagdo os peixes
foram alimentados com ragdo comercial de peixe (Guabi®, 36% proteina) no 22 e no 42 dia. Os peixes

ndo foram alimentados durante os experimentos.

Ill. 2 Experimentos

Foram utilizados aquarios de vidro de 100 L contendo 80 L de dgua desclorada e com aeragao
constante. Nos aquarios experimentais foi adicionado chumbo (Pb) na forma de nitrato de chumbo para
ter uma concentracdo nominal de 3,5 mg Pb total.L™". Esta concentragdo foi definida visando representar
uma fragao de 85% da concentragdao mdaxima de Pb encontrada em trechos urbanos de cursos de agua,
na regido de Londrina, Parand (Yabe e Oliveira, 1998). Nos aqudrios dos grupos controle (CTR) foi
adicionado apenas dgua desclorada. Os animais (n = 8-9 peixes) foram colocados nos aquarios (CTR ou
Pb) 24 h apds a adicdo do chumbo e submetidos a testes estaticos pelos tempos de: 1, 2, 3, 6,12 e 24 h.
Foram realizados experimentos independentes para cada tempo experimental, constituido sempre por
um grupo CTR e um grupo Pb expostos e amostrados simultaneamente. Um grupo de peixes (n = 7-8) foi
amostrado diretamente dos tanques de aclimatacdo constituindo o tempo experimental 0 h. Foram
feitas 4 réplicas da cada tempo experimental em diferentes dias, o que justifica a variacdo do n. A fim de
evitar variagGes naturais devido ao ciclo circadiano, os experimentos foram montados de forma que a
amostragem coincidisse sempre dentro do mesmo periodo do dia, e padronizou-se o hordrio entre as 9

e 14 horas para as amostragens.
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l1l. 3 Amostragem

Os peixes foram retirados dos aquérios e anestesiados com benzocaina (0,12 g.L), para a
tomada das medidas biométricas (massa: 13,3 + 0,3 g, comprimento total: 10,6 + 0,06 cm e
comprimento padrdo: 8,5 + 0,07 cm — N=560) e a retirada de sangue através de um vaso da regido
caudal, com seringas lavadas com heparina sddica (Hepamax-S). Os animais foram mortos por sec¢do
medular para a retirada dos 6rgdos, que foram acondicionados em tubos plasticos e mantidos em gelo
até o final do periodo de amostragem. As anadlises realizadas nos diferentes érgdos estdo descritas na

Tabela 11l.1, com base na distribuicdo dos capitulos.

Ap0s a finalizagdo do procedimento amostral, o plasma foi acondicionado em “freezer” (-20° C),
e o restante das amostras foi armazenado em “ultra-freezer” (-70° C). Todo procedimento experimental
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (Protocolo

numero: 35004.2011.18).

lll. 4 Andlises quimicas e fisicas da agua

Durante todo o periodo de aclimatagdo e no decorrer dos experimentos, temperatura (temp),
pH, oxigénio dissolvido (OD), condutividade (cond), turbidez (turb) e total de sdlidos dissolvidos (TSD)
foram monitorados diariamente por um aparelho medidor multipardmetros (U-50, Horiba, Japdo). A
dureza foi determinada pelo método titrimétrico do EDTA e expressa em mg CaCO;. L™. Ao final dos
experimentos, a agua dos aqudrios foi coletada para analise de carbono organico e de chumbo, totais e
dissolvidos. Para analise dos elementos totais, a dgua foi coletada com seringas de vidro, e armazenada
em tubos plasticos de 15 mL, embrulhados em papel aluminio, com acido nitrico (0,5% - FMaia) para
fixagdo da amostra. Para a dosagem dos compostos dissolvidos, a dgua foi coletada da mesma forma,
filtrada (0,45 um) e fixada (0,5% HNOs - FMaia). As amostras foram armazenadas em refrigerador (4° C)
até as analises de Pb por atomizacgdo eletrotérmica em espectrofotometro de absor¢do atdomica (EAA —
Aanalyst 700, PerkinElmer, EUA) utilizando forno de grafite, e andlises do carbono organico, em um
analisador de carbono (TOC-VCPN, Shimadzu, Japdo) conforme descrito por Rodrigues e Bianchini

(2007).

Durante os experimentos os parametros quimicos e fisicos da agua mantiveram-se sem
variagGes importantes (média + EP): temp: 19,8 + 1,0° C; pH: 6,92 + 0,06; OD: 6,5 + 0,49 mg.L'l,' cond:
89,3+2,9 uS.cm’l; TSD: 0,058 + 0,002 g.L’l; turb: 4,91 £+ 1,32 NTU. Os valores médios de dureza foram de
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35,7 mg CaCO;.L™" e o carbono organico dissolvido foi de 3,59 + 0,3 mg COD.L™, e o total de 3,6 + 0,3 mg

coD.L™

Tabela lll. 1. Org3os e tecidos retirados de P. lineatus expostos ao chumbo ou a dgua
pelos tempos de 0, 1, 2, 3, 6, 12, ou 24 horas, e os parametros analisados. Os dados
estdo organizados com base na distribuicdo entre os capitulos que compGem esta tese.

Capitulo Anilise Orgao/Tecido
Hemoglobina
Hematdcrio Sangue total
Numero de eritrécitos
Rim*
Concentracao tecidual de Figado
chumbo Musculo®
IV Células sanguineas’
Proteinas semelhantes a Figado
metalotioneinas (PSMT) Rim
o Cérebro*
Acetilcolinesterase -
Musculo
Glicose
Cortisol Plasma’
Lactato
Osmolalidade
Na*
K
o Plasma
Ca2+
V Mg2+ _ .
Anidrase carbonica Bran'qwas
Rim
Na'/K'-ATPase Branquias
Rim
R Branquias
H -ATPase -
Rim
Concentrac¢ao de chumbo
PSMT
Microanalise
VI indice de alteragdes Branquias
histoldgicas
Densidade células ricas em
mitocondrias

Yrim posterior; > masculo axial da regido antero-dorsal direita; * obtidos apos a centrifugacdo do
sangue total (1.870 g, 10 min— MCD2000, Hsiangtai, Taiwan); * inclui os érg3o do SNC localizados
na caixa craniana. Estas informacdes sdo referentes as amostras usadas nas diferentes analises.



10
11

12
13

14
15

37

O valore médio de chumbo total nos aquérios CTR foi de 0,01 mg.L™, mantendo-se entre o limite de
deteccdo do aparelho e o valor maximo de 0,03 mg.L’, os valores de chumbo nos aquarios
experimentais, por outro lado, sdo mostrados na Tabela lll. 2.

Tabela Ill. 2. Concentracdes de chumbo total e dissolvido (mg.L™) na dgua dos aquarios
experimentais (Pb) coletadas ao final de cada amostragem (média + EP, n = 3-4).

Tempo (h) PbTotal PbDissolvido
1 3,91+0,3 3,3+0,8
2 4,4+0,9 3,9+0,9
3 3,8+0,5 35104
6 32101 2,1+0,7
12 3,1+£0,1 3,0£1,3
24 3,1+£0,0 2,3+0,5

Limite de detecgdo do aparelho: 0,05 pg Pb.L™
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Capitulo IV: Bioacumulagcdo de chumbo e alteracbes metabdlicas em Prochilodus lineatus durante as

primeiras 24 horas de exposi¢cdo ao metal.

Nesta secdo estdo descritos as analises, resultados e discussdo referentes a avaliacdo da concentrac¢do
tecidual de chumbo e os efeitos do metal em parametros hematoldgicos, metabdlicos, na atividade da

acetilcolinesterase e na concentracdo de proteinas semelhantes as metalotioneinas em P. lineatus.

IV. 1 Material e métodos

a. Analise de chumbo nos tecidos

As amostras dos diferentes tecidos (rim, figado, musculo, células sanguineas) foram pesadas e
colocadas em estufa (60° C) até a completa secagem. As células sanguineas foram obtidas apds
centrifugacdo do sangue total (descrito no proximo item). As células e os tecidos secos foram
submetidos a digestdo acida, com acido nitrico (5:1) (HNO; suprapuro Merck), em estufa a 60° C,
durante 24 h, em tubos criogénicos fechados. A andlise de chumbo (Pb) foi realizada por atomizagdo
eletrotérmica em forno de grafite acoplado ao EAA (AAnalyst 700, PerkinElmer, EUA). Neste método o

limite de detec¢do para o Pb é de 0,05 pg. L™.

b. Analises hematoldgicas

O sangue total foi utilizado para a determina¢do do hematdcrito (Hcto), para tal uma aliquota
aproximada de 25 plL de sangue foi colocada em microcapilares de vidro heparinizados e centrifugada
(1.200 g, 5 min), para a leitura em cartdo padronizado que determina a porcentagem de células na
amostra. Além disso, outra aliquota de sangue total foi diluida (200x) em tampao formol citrato para a
contagem do nimero de eritrécitos por mm?® de sangue (RBC), em cadmara de Neubauer ao microscépio
de luz. A andlise do conteido de hemoglobina (Hb) foi realizada por meio do método de cianeto de
metahemoglobina, utilizado-se um kit comercial (Doles, Brasil), em espectrofotémetro (Libra S32,
Biochrom, Reino Unido) a 540 nm. Apds a determinagao dos parametros hematoldgicos o sangue total
foi centrifugado (1.870 g, 10 min — MCD2000, Hsiangtai, Taiwan), para a separa¢do das células

sanguineas e do plasma.
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c. Analises metabdlicas

O plasma foi utilizado para a determinac¢do das concentragdes de lactato, glicose e cortisol com
a utilizacdo de kits comerciais. Para a dosagem de lactato, utilizou-se kit enzimdtico (Labtest Diagnéstica,
Brasil) adaptado para leitura em espectrofotémetro de microplacas (Victor®, PerkinElmer, USA) em 550
nm. A glicemia foi analisada pela técnica da glicose oxidase (Doles, Brasil) em leitora de microplaca a 510
nm. A concentracdo de cortisol foi determinada pela técnica de Elisa, utilizando kit comercial (DRG

Internacional Inc., EUA), em leitora de microplacas (ELX 800, BioTek, EUA) a 450 nm.

d. Proteinas semelhantes a metalotioneinas

Para a anadlise de proteinas semelhantes a metalotioneinas (PSMT), foi utilizado homogeneizado
de figado ou rim posterior (1:5 p:v) aplicando-se a técnica de purificacdo de proteinas para medicdo de
grupamentos —SH utilizando-se como curva padrdao GSH, segundo método descrito por Viarengo et al.
(1999) e adaptado para leitora de microplacas. Apds o descongelamento, os 6rgdos foram
homogeneizados (sacarose 500 mM, tris 26 mM, PMSF 0,5 mM, B-mercaptoetanol 0,01%, pH 8,6),
centrifugados (14000 g, 45 min, 4° C) e ao sobrenadante foi adicionado etanol absoluto resfriado (-
20°C). As amostras passaram por nova centrifugacdo (8000 g, 10 min, 4° C) e adicionou-se ao
sobrenadante etanol absoluto resfriado e acido cloridrico. A mistura foi armazenada em freezer (-20° C)
por 1 h e centrifugada novamente (8000 g, 10 min, 4° C), o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em uma solucdo de etanol-cloroférmio. As amostras foram agitadas vigorosamente e
seguiu-se uma nova centrifugacdo (8000 g, 10 min, 4° C), o sobrenadante foi outra vez descartado, o
pellet foi ressuspendido em solugdo (NaCl 250 mM, EDTA 4 mM) e os tubos foram agitados novamente.
Apos adigdo de um novo tampdo (DTNB 0,43 mM, NaPO, 200 mM, pH 8,0) foi realizada a leitura, em 412
nm, em espectrofotdmetro de microplacas. A concentragdo de PSMT foi estimada usando uma curva
padrdo de GSH (de 30 a 300 uM) e expressa por proteinas totais. A concentracdo de proteinas das
amostras foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951) utilizando-se soro albumina bovina como

padrao.

e. Atividade da acetilcolinesterase

Os tecidos muscular e cerebral foram homogeneizados em tampao fosfato de potassio (0,1 M;

pH 7,5, 1:10 p/v) e centrifugados (10.000 g, 20 min, 4° C) para a andlise da atividade da
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acetilcolinesterase (AChE), segundo método descrito por Ellman et al. (1961) e adaptado por Alves-Costa
et al. (2007) para leitura em espectrofotdmetro de microplacas a 415 nm. A atividade da AChE (nmol
DTNB.min™".mg ptn™) foi determinada nos tecidos através da reacdo do iodeto de acetilcolina (9 mM)
com reagente de cor contendo ditionitrobenzoato (0,5 mM). O produto da degradacdo do iodeto de
acetilcolina pela AChE, reage com o DTNB formando nitrobenzoato, que foi mensurado
espectrofotometricamente a cada 3 minutos pelo tempo total de 6 minutos. A concentracdo de
proteinas totais para a expressdo dos resultados foi determinada pelo método descrito por Bradford

(1976).

f. Analises estatisticas

Para cada um dos tempos experimentais (1, 2, 3, 6, 12 e 24 h) os resultados encontrados de
cada parametro para os grupos CTR e Pb foram comparados entre si usando o teste t de student ou
Mann-Whitney. Os resultados obtidos para cada tratamento (CTR e Pb) também foram comparados
entre os tempos experimentais (0, 1, 2, 3, 6, 12 e 24 h) usando analise de varidncia paramétrica
(ANOVA) ou nao paramétrica (KruskallWallis). As diferengas, quando indicadas, foram localizadas pelo
teste de comparagdes multiplas SNK (paramétrico) ou Dunn’s (ndo paramétrico). Como ndo houve
diferenga estatistica para o acumulo tecidual de Pb entre os grupos CTR de todos os tempos, estes
resultados foram agrupados e comparados com os dados obtidos para os animais expostos ao Pb, em
todos os periodos experimentais, também por meio de ANOVA e SNK. O uso da estatistica paramétrica
ou ndo paramétrica foi definido dependendo da distribuicdo dos dados (normalidade e homogeneidade

de varidncia). Foram considerados significativos valores de p < 0,05.

IV. 2 Resultados

a. Concentragdo tecidual de Pb
Dentre os 560 animais que foram usados para os experimentos, 12 peixes morreram nos
aquarios contendo Pb, 3 no tempo de 12 h e 9 em 24 h de exposicdo. Por meio da dosagem da
concentracdo tecidual de Pb foi possivel identificar que, apds 24 h de experimento, os tecidos
analisados de P. lineatus expostos ao Pb apresentaram reten¢do de metal. Contudo, as concentragdes

de Pb encontradas diferiram em grande escala de acordo com o tecido e o tempo de exposi¢ao. O
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padrdao de acumulo de Pb nos diferentes tecidos de juvenis de P. lineatus apds 24 h de exposicao,
seguiu a seguinte ordem decrescente: Rim > Células do sangue = Figado > Musculo.

O rim posterior (Fig. IV.1A) foi o 6rgao que, ao longo das 24 h de exposicdo, mais acumulou Pb
atingindo valores préximos a 2.500 pg Pb.g de tecido seco™. Por outro lado, o tecido com o menor
acumulo de metal foi o musculo (Fig. IV.1B), que ndo apresentou aumento na concentracdo de Pb até 12
h de exposicdao em relagdo aos tempos anteriores, mas ao final da 242 hora reteve quase 3 vezes mais Pb
do que os tempos iniciais, atingindo a média de 63 * 7,2 ug Pb.g tecido seco™. Da mesma forma, apenas
apds 24 h de exposicdo ao Pb, péde-se verificar acimulo do metal no figado (Fig. IV.1C), chegando a
média de 414 + 52,6 ug Pb.g tecido seco™, enquanto entre 0 e 12 h de experimento, as concentracdes
variaram entre 158 a 212 ug Pb.g tecido seco™. A presenca de Pb nas células do sangue (Fig. IV.1D) n3o
se alterou estatisticamente até a 62 hora de exposicdo, mantendo-se entre 280 e 340 ug Pb.g tecido
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Figura IV.1. Acimulo de Pb (média + EP) nos tecidos renal (A), muscular (B), hepatico (C) e nas células
sanguineas (D) de P. lineatus expostos apenas a dgua (CTR) ou ao Pb pelos temposde 1, 2, 3,6, 12 ou 24 h.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais (p < 0,05).
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seco™, porém, a anélise das células dos animais expostos ao Pb por 12 e 24 h, mostraram que o actimulo

de Pb cresceu significativamente, atingindo, em média, valores 72% maiores do que os niveis iniciais.

b. Pardmetros hematoldgicos

A exposicdo de P. lineatus ao Pb ao longo de 24 horas nao foi suficiente para causar alteracdes
nos valores de Hcto, Hb e RBC em comparacgado aos respectivos CTR. Contudo, verificou-se uma variagdo
temporal nos dados de Hct (Fig. IV.2A) em 3 h (19% de aumento em média), e na concentragdo de Hb
(Fig. IV.2B) apds 12 h da manipulagdo dos animais (em média, 30% maior). Por outro lado, no nimero de

eritrdcitos (Fig. IV.2C) ndo houve alteracdes no decorrer do experimento (média 2,2 x10° células.mm™).

c. Pardmetros metabdlicos

A glicose plasmatica (em g.dL™) dos animais controle elevou-se discretamente nas primeiras
horas de experimento (0 h: 53,6 £ 2,3; 2 h: 61 % 1,4), retornando para valores abaixo do nivel inicial a
partir de 6 h apés a montagem dos experimentos (média 6, 12 e 24 h: 43,1 £ 1,1), mesmo tempo em que
0s animais expostos ao Pb apresentaram elevagdo dos indices glicémicos entre 52 e 92% (p: 6 h < 0,001;
12 h = 0,003; 24 h < 0,001) em compara¢do com seus respectivos CTR (Fig. IV.3A). Por outro lado, o
cortisol plasmatico (em pg.mL™) de P. lineatus expostos ao Pb n3o variou ao longo do tempo (média Pb:
4,0 £ 0,2), enquanto os animais CTR apresentaram valores de cortisol mais elevados apés 3 e 6 h (0 h:
36 +0,3;3h:63+0,6; 6 h: 61+ 0,6) da montagem do experimento (Fig. IV.3B). Desta forma, foi
possivel identificar diferenca estatistica entre os animais CTR e Pb nestes mesmos tempos de
experimento (p: 0,014 e 0,022, respectivamente). J4 a concentragdo de lactato no plasma (média CTR:
28 + 0,8 mg.dL") n3o variou ao longo do tempo nos animais CTR, contudo, verificou-se aumento
significativo entre 24 e 34% nos animais expostos ao Pb por 12 e 24 h (p: 0,016 e 0,016,

respectivamente) em comparacdo aos respectivos CTR (Fig. IV.3C).
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Figura IV.2. Parametros hematoldgicos (média + EP): hematdcrito (A), contedido de hemoglobina (B), nimero de
eritrocitos (C) de P. lineatus expostos apenas a dgua (CTR) ou ao Pb (Pb) pelos tempos de 0, 1, 2, 3, 6, 12 ou 24 h.
Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos CTR e letras minusculas diferentes
indicam diferenca estatistica entre os grupos Pb (p < 0,05).
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Figura IV.3. ConcentracOes plasmaticas (média * EP) de glicose (A), cortisol (B) e lactato (C) de P. lineatus
expostos apenas a dgua (CTR) ou ao Pb (Pb) durante 0, 1, 2, 3, 6, 12 ou 24 h. Letras maiusculas diferentes
indicam diferenca estatistica entre os grupos CTR e letras minusculas diferentes indicam diferencga estatistica
entre os grupos Pb.* indica diferenca entre CTR e Pb de um mesmo tempo (p < 0,05).
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d. Atividade da acetilcolinesterase

A atividade da acetilcolinesterase (AChE) muscular (Fig. IV.4A) e cerebral (Fig. IV.4B) apresentou
uma alta variabilidade entre os tempos experimentais, ainda assim os efeitos do Pb foram bastante
semelhantes para os dois tecidos. Foi identificado um aumento na atividade da AChE no cérebro (p <
0,001) e no musculo (p < 0,001) na 32 h de exposicdo ao Pb, em relagdo aos respectivos CTR. Apesar
deste aumento pontual, houve uma prevaléncia de inibicao da atividade colinesterasica nos dois tecidos
frente a exposi¢do ao Pb ao longo das 24 horas. Constatou-se que a atividade da AChE no musculo dos
animais expostos ao Pb foi entre 28 e 30% menor do que a dos animais expostos somente a agua
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Figura IV.4. Atividade da acetilcolinesterase (AChE) (média + EP) no musculo (A) e no cérebro (B) de P.
lineatus expostos apenas a agua (CTR) ou ao Pb (Pb) pelos tempos de 0, 1, 2, 3, 6, 12 ou 24 h. Letras
maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos CTR, * indica diferenca entre CTR e Pb de
um mesmo tempo (p < 0,05).
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1 durante2h(p=0,019),12 h (p =0,002) e 24 h (p = 0,009). Ja no cérebro, houve inibicdo da atividade da
2 AChE de 33 e 46% nos animais expostos ao Pb em rela¢do aos CTR, nos tempos de 2 h (p =0,02) e 12 h
3 (p < 0,001), respectivamente. Apesar de nao ser significativamente diferente, apds 24 h de exposicdo ao
4  Pb, a atividade da AChE cerebral reduziu quase 27% em relagdo ao CTR (p = 0,058).

5

6 e. Proteinas semelhantes a metalotioneinas

7 Os valores absolutos de proteinas semelhantes a metalotioneinas (PSMT) nos tecidos renal e

8  hepatico mostraram-se bastante varidveis entre os tempos experimentais, entretanto, a andlise dos

9 resultados (CTR X Pb) considerando-se cada tempo experimental revelou alteragdes significativas
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Figura IV.5. Concentragdes de proteinas semelhantes a metalotioneinas (média + EP) no figado (A) e no rim posterior (B)
de P. lineatus expostos apenas a agua (CTR) ou ao Pb (Pb) por 0, 1, 2, 3, 6, 12 ou 24 h. Letras minusculas diferentes
indicam diferenca estatistica entre os grupos Pb, * indica diferenca entre CTR e Pb de um mesmo tempo (p < 0,05).
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importantes. Os resultados de PSMT no tecido hepatico (Fig. IV.5A) dos animais expostos ao metal
apresentou aumento significativo de 27 a 65% em relagdo aos peixes CTR apds 12 h (p =0,049) e 24 h (p
= 0,023) de exposicdo, respectivamente, embora os animais expostos ao Pb nos demais tempos ja
apresentassem valores, em média, 20% maiores do que seus respectivos CTR. O rim posterior (Fig.
IV.5B), ao contrario do figado, ndo apresentou qualquer alteracdo significativa, ndo obstante, uma

tendéncia de redug¢ao média de 30% possa ser verificada em todos os tempos experimentais.

IV.3 Discussao

A concentragdo de Pb total encontrada na dgua dos aquarios manteve-se préxima do esperado,
refletindo as condi¢Ges encontradas em ambientes sob influéncia antrépica (Yabe e Oliveira, 1998;
Almeida et al., 2005). Gracas as caracteristicas da agua utilizada para os testes toxicoldgicos, o Pb que
permaneceu dissolvido corresponde, em média, a 85% do Pb total adicionado, relacionado a baixa
dureza da agua, um dos parametros mais importantes para a disponibilizacdo do metal (Paquin et al.,
2000). Os parametros fisicos e quimicos da 4gua mantiveram-se constantes durante todo o periodo de
aclimatacdo e de experimentos, indicando que as condicées laboratoriais proporcionaram a estabilidade
necessaria para a validade dos testes ecotoxicoldgicos, excluindo assim a possibilidade de interferentes
externos. A quantidade de metal encontrada nos aqudrios representa menos de 3% da Clsy (24 h)
determinada por Martinez e colaboradores (2004) para a espécie Prochilodus lineatus (126 mg Pb.L™),
porém, trabalhos anteriores demonstraram que, ainda que em baixas concentracdes, o Pb seja de
interferir nos processos de osmorregulacdo (Ribeiro et al., 2014) e de estresse oxidativo, e ainda causar

efeitos genotodxicos (Monteiro et al., 2011).

Ao longo do tempo, o Pb pode ter sua concentragdo alterada devido a ocorréncia de
precipitagdo, adsor¢do e absorcdo (Paquin et al.,, 2000). A absor¢do pela biota pode acarretar
bioacumulagdo (Van der Oost et al., 2003), promovendo a disfuncdo de diversos processos fisioldgicos
(Ay et al., 1999; Rogers et al., 2003; Grosell et al., 2006), podendo, inclusive, comprometer o
crescimento (Canli e Atli, 2003; Alves e Wood, 2006) e a reproducdo (Yamaguchi et al., 2007), refletindo,
mais tardiamente, em efeitos indesejaveis para o ecossistema (Van der Oost et al., 2003). O acimulo de
contaminantes se da no organismo através de trés possiveis vias: absorcdo pela pele ou branquias
(bioconcentracdo), ingestdo de particulas suspensas, ou ingestdo de alimento contaminado

(biomagnificagdo) (Van der Oost et al., 2003). Neste trabalho, a via de acimulo para P. lineatus limita-se
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a bioconcentrac¢do, uma vez que durante o experimento os animais ndo receberam alimento, e, por se
tratar de teledsteos dulcicolas, ndo ha ingestdao de dgua. O acimulo de metais pode se dar de forma
distinta em cada tecido do corpo do animal, diferindo, principalmente, em funcdo do tempo de
exposicdo, do tipo e concentracdo do metal (Rogers et al., 2003; Rogers e Wood, 2004; Huang et al.,
2007), da interagao com outros metais (Cicik et al., 2004) e da espécie que esta exposta (Huang et al.,
2007). A concentragdao de contaminante nos tecidos pode ser usada com biomarcador de exposic¢do,
mas o nivel de contaminacdo da biota é determinado pela cinética de tomada e elimina¢do do poluente,

que sdo especificas para o contaminante e o organismo (Van der Oost et al., 2003).

Em geral, 6rgdos com taxas metabdlicas mais elevadas (Cicik et al., 2004; Klavins et al., 2009;
Palaniappan et al., 2009), junto com os que estdo diretamente em contato com o poluente (Alves e
Wood, 2006), tendem a apresentar maiores concentragcdes de metal apds curtos periodos de exposicdo.
O maior acumulo de metal no rim posterior observado no presente trabalho coincide com resultados
encontrados por outros autores para as espécies Oreochromis niloticus (Ay et al., 1999; Rogers et al.,
2003) e Cyprinus carpio (Huang et al., 2007). Entretanto, exemplares de P. lineatus residentes de areas
contaminadas, tiveram maiores niveis de Pb acumulado no figado (Lombardi et al., 2010), diferindo dos
resultados deste trabalho. Essa diferenca pode ter origem no tempo de exposicdo ou na presenca de
outros elementos na agua que podem interagir com o Pb, ou competir com ele pelas vias de entrada no
peixe (Paquim et al., 2000), além de haver a possibilidade de o metal adentrar o animal pela via
alimentar, atingindo prioritariamente os érgdos relacionados ao sistema digestério e de excrec¢do (Alves

et al., 2006; Alves e Wood, 2006).

No trabalho desenvolvido por Ribeiro et al. (2014) foi constatado que a exposi¢cdo de P. lineatus
ao Pb por 96 h culmina em acumulo de metal prioritariamente no rim posterior, seguido pelas
branquias. Da mesma forma, as andlises de concentracdo de Pb no tecido branquial dos animais
expostos a ele por 24 h, demonstrou que grandes quantidades deste metal ficaram retidas nas
branquias, e serdo apresentadas e discutidas adiante, no capitulo VI. As branquias sdo importantes
portas de entrada para contaminantes presentes na agua (Vinodhini e Narayanan, 2008; Palaniappan et
al., 2009), e dali o Pb tem acesso aos demais drgdos, por meio da circulacdo sanguinea (Dai et al., 2012).
O Pb atinge o sistema renal gracas a grande vasculariza¢do que este apresenta, estima-se que entre 9 e
14% do metal encontrado no tecido renal de truta arco-iris exposta ao Pb, pela via alimentar, se deva ao
Pb associado as células sanguineas que banham este érgao (Alves et al., 2006), mas esta propor¢ao pode

chegar a 20% (Alves e Wood, 2006). A grande quantidade de canais de transporte de calcio presente no
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tecido renal pode ser um dos principais motivos para retencdo deste elemento (Alves e Wood, 2006; Dai
et al., 2012), uma vez que, este tipo de transportador apresenta alta afinidade por metais divalentes,
como é o caso do Pb (Patel et al., 2006). O rim posterior exerce importante funcdo na regulagdo de
eletrélitos e dgua, e também pode apresentar altas taxas de acimulo de metais devido seu papel
excretdrio, sendo capaz de eliminar, inclusive, ions metdlicos desnecessdrios ao funcionamento do
organismo (Patel et al.,, 2006; Palaniappan et al.,, 2009), e podendo acumular quantidades
significativamente maiores do que o rim anterior (Alves e Wood, 2006; Patel et al., 2006). Além disso,
estudos histopatolégicos indicaram que a presenca deste metal é capaz de induzir a formagao de corpos
de inclusdo nas células dos tubulos renais de ratos (Moore e Goyer, 1974) e aves (Locke et al., 1966).
Estes corpos sdo formagOes protéicas que atuam no intuito de impedir que o metal continue em
circulacdo, e sdo descritas por Patel et al. (2006), como uma das razGes para a ocorréncia de uma grande
guantidade de Pb no rim de O. mykiss apds exposicao aguda ao elemento metalico. Neste trabalho, o
metal acumulado no rim dos peixes expostos ao Pb aumentou sucessivamente ao longo dos tempos
experimentais, chegando a atingir até 48 vezes os niveis do tecido renal dos animais CTR. Em
comparacdo com o figado, os valores de Pb acumulado apds 1 h de exposicdo apresentaram-se bastante
proximos do rim, porém, ao passar das 24 h de experimento, este ultimo érgao apresenta 6 vezes mais
Pb do que o tecido hepatico, demonstrando, desta forma, que o Pb apresenta uma maior afinidade pelo

tecido renal (Patel et al., 2006).

Similarmente ao rim, o figado é um d6rgdo que apresenta alta atividade metabdlica, e por este
motivo torna-se um orgdo-alvo com alta afinidade para o acumulo de contaminantes em geral. Além
disso, gragas ao seu papel de érgdo de estoque e detoxificacdo, o figado é capaz de acumular grandes
quantidades de metais (Nussey et al., 2000; Klavins et al., 2009; Palaniappan et al., 2009), e fatalmente
acumulara Pb, caso este esteja presente no corpo do animal. Porém, Alves e Wood (2006) sugerem que
exista uma maior afinidade do Pb por outros tecidos moles, como o rim ou as branquias, do que pelo
figado. Os resultados obtidos neste trabalho sustentam esta ideia, demonstrando que, apenas apds 24 h
de contato com o metal, o figado passa a apresentar um aumento significativo em relagdo aos animais
gue ndo foram expostos, mantendo niveis abaixo dos encontrados no tecido renal. Contudo, sabe-se
gue apods exposicdo cronica a uma concentragdo constante de Pb, o figado apresenta uma tendéncia a
manter os mesmos niveis ao longo do tempo, indicando que existe um limite a ser atingido (Campana et
al., 2003; Alves et al., 2006; Alves e Wood, 2006). Em um trabalho realizado com peixes coletados em
areas contaminadas com Pb, Schmitt et al. (2007) encontraram 99,5% dos animais com grandes

guantidades deste metal acumulado no tecido hepatico. Porém, a capacidade de ‘autodepuracgdo’ do
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figado, permite que ele reflita as flutuagdes das concentracdes metdlicas que ocorrem no ambiente
natural (Nussey et al., 2000; Klavins et al., 2009), retendo menos Pb, conforme as concentra¢des do
metal dissolvido na dgua sdao reduzidas. Isto acontece gracas a sua funcao excretora exercida por meio
da producdo da bile, eliminando o Pb com as fezes (ASTDR, 2007; Liu et al., 2008). A bile é conhecida
como um eficaz meio de excrecdao de metabdlitos e xenobidticos, e pode ser usada como um eficiente
biomarcador (Viarengo et al.,, 2007). Contudo, a andlise da concentracdo de Pb na bile (dados ndo
mostrados) de P. lineatus neste trabalho gerou resultados inconsistentes, possivelmente devido a uma

inadequacao metodoldgica.

Neste trabalho, os niveis de Pb acumulados no tecido muscular mantiveram-se cerca de 7 vezes
menor do que o acumulado nas células do sangue, e quase 40 vezes abaixo do metal retido no rim,
resultados similares foram encontrados por Ribeiro et al. (2014). Segundo Palaniappan et al. (2009), os
baixos niveis de Pb encontrados no musculo podem ser atribuidos ao seu grande volume quando
comparado a outros tecidos, que culmina na distribuicdo do metal por todo o corpo. Somado a isso, os
autores também acreditam que o tecido muscular possa sofrer um rdpido processo de
descontaminagdo. Outra possibilidade estd na baixa afinidade do tecido muscular pelo Pb (Dai et al.,
2012) considerando que é um dos ultimos sistemas a acumular o Pb (Vinodhini e Narayanan, 2008).
Terra et al. (2008), demonstraram que o musculo de peixes neotropicais de dgua doce, capturados em
rios com altos indices de contaminacdo, pode apresentar niveis de Pb acima das concentragGes
recomendadas pela legislacdo brasileira. Desta forma, a analise de metal acumulado no musculo nao
deve ser usada como Unico biomarcador de exposi¢do, mas sim, como uma ferramenta complementar
para andlises em pesquisas de interesse humano, uma vez que, o consumo de peixes com indices
elevados de metal pode ocasionar inumeras disfungées na saide do homem (Nussey et al., 2000;

ASTDR, 2007; Liu et al., 2008).

O Pb que é encontrado por todo o corpo de P. lineatus atinge cada 6rgao por meio da circulagdo
sanguinea, que é o segundo tecido a entrar em contato com o metal dissolvido na agua, depois das
branquias. Entre 98 a 99% do Pb do sangue total, encontra-se aderido, ou dentro das hemacias (Alves e
Wood, 2006; Alves et al., 2006). Do Pb que adentra o eritrécito, entre 35 e 81% deve se ligar a enzima
acido &-aminolevulinicodesidratase (ALA-D) (Skerfving e Bergdahl, 2007), uma enzima presente no
interior das células vermelhas, imprescindivel para a formac¢do da hemoglobina, e que é sensivelmente
inibida na presenga de Pb (Schmitt et al., 2007; Kutlu e Simer, 2008). Entretanto, a quantidade de Pb

que interage com a ALA-D é limitada, ndo sendo possivel um aumento indiscriminado de Pb nas células
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vermelhas (Skerfving e Bergdahl, 2007). Porém, apds a saturacdo das hemacias o Pb comeca a se
acumular de forma mais significativa no plasma (Alves et al., 2006), e muitas vezes, o sangue total pode
atuar como uma reserva do excesso de Pb no organismo (Alves e Wood, 2006), podendo provocar
acumulo de metal em outros érgaos que atuam, ou ndo, em fungdes relacionadas com a desintoxicacao
(Dai et al., 2012). Contudo, os resultados deste trabalho indicam que, nos periodos iniciais de exposicao,
0 sangue atua como via de transporte para que o Pb se acumule em outros érgdaos com maior afinidade,

antes de ficar retido nas células sanguineas.

Em cada molécula de ALA-D podem se ligar até seis atomos de Pb, porém a ligacdo de dois
atomos ja é suficiente para reduzir sua atividade pela metade (Bergdahl et al., 1998). A ALA-D é uma
enzima envolvida na producdo de hemoglobina, e sua inibicdo pode acarretar em reducdo da
concentracdo dessa proteina, seguida da reducdo dos outros indices hematoldgicos, como o
hematdcrito e o numero de células vermelhas circulantes (Mager, 2012). Sua atividade decai
sensivelmente na presenca de Pb (Hodson et al., 1980; Alves-Costa et al., 2007; Schmitt et al., 2007,
Kutlu e Stimer, 2008), e ja houve registros de reducdo de sua atividade em P. lineatus gragas a presenca
deste metal (Lombardi et al., 2010). No entanto, da mesma maneira que trabalhos anteriores (Martinez
et al., 2004; Ribeiro et al., 2014) ndo mostraram prejuizos dos parametros hematimétricos, as analises
hematoldgicas realizadas para a espécie estudada ndo apontaram para a perda das funcbes desta
enzima na presenca de Pb ao longo de 24 horas de exposicdo. As alteracGes decorrentes da inibicdo da
atividade da ALA-D sdo mais perceptiveis apds exposicdo cronica ao Pb (Hodson et al., 1980), como
verificado em animais residentes de areas contaminadas (Schmitt et al., 2007; Lombardi et al., 2010). A
exposicdo ao Pb, pode também ocasionar a morte prematura das células sanguineas (James et al.,
1993), acarretando em extravasamento de ions com consequente alteragdo de suas concentra¢des no
plasma. AlteragGes desta natureza foram verificadas no estudo de Ribeiro et al. (2014), no entanto, ndo
foram associadas com a morte de células sanguineas uma vez que os parametros hematoldgicos
mantiveram-se inalterados. Embora seja possivel que o Pb promova altera¢gdes morfoldgicas nos
eritrocitos de teledsteos apds exposicdo aguda (Serezli et al., 2011), a concentragdo de hemoglobina, o
numero e o volume dos eritrécitos, parecem ndo sofrer influéncia deste metal em um curto espacgo de
tempo, ja que também a espécie O. mykiss ndo apresentou alteragdes hematoldgicas apds exposicdo

(Rogers et al., 2003) ou ingestdo de Pb (Alves et al., 2006) em 96 h.

Além disso, parametros hematolégicos sdao marcadores pouco especificos da presenca de

contaminantes, podendo também responder a outros fatores como doengas ou perturbagées
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ambientais (Van der Oost et al., 2003). Haja vista que alteracdes temporais foram encontradas nos
parametros sanguineos de P. lineatus apds 3 ou 12 h de exposicdo a agua sem Pb, podendo ser
decorrentes do estresse de manipulacdo na montagem dos experimentos, ou do confinamento
resultante do menor volume do aqudrio. Roch e Bogé (1996) entenderam que modificacdes bruscas dos
fatores ambientais normais podem gerar uma reacdo de estresse capaz de promover alteracées no
conteudo de hemoglobina e no hematdcrito apds poucos minutos. O aumento do hematécrito
verificado em trés horas de experimentacdo em ambas as condi¢des pode ter duas causas basicas,
liberacdo de mais eritrdcitos na corrente sanguinea, ou inchaco das células. Com base na estabilidade do
numero de eritrécitos circulantes ao longo do tempo, verificados através da contagem de RBC, exclui-se
a primeira possibilidade. Val et al. (1998) mostraram que o inchago de eritrécitos de algumas espécies
de teledsteos pode ocorrerem resposta a presenca de hormoénios adrenérgicos,por meio da estimulacao
do trocador Na*/H*, que tem como consequéncia o aumento do influxo de sédio para estas células. Por
outro lado, o conteldo de Hb pode ser aumentado pelo estresse de manuseio, como mostraram Beyea
et al. (2005) para Acipenser brevirostrum a partir de 6 h apds a manipulacdo. A partir destes dados é
possivel inferir que alguns parametros de P. lineatus podem sofrer variacbes decorrentes do manejo, e
gue devem ser dissociadas da presenca de poluentes. Evidenciando, desta forma, a importancia de
aplicar sempre a presenga de um grupo controle sob as mesmas condi¢gdes de manuseio, para eliminar a
possibilidade de conferir ao poluente as alteracGes de parametros fisioldgicos decorrentes de variacGes

naturais em resposta ao estresse de manejo.

Da mesma forma, a dosagem do cortisol plasmatico permitiu verificar que os animais expostos
somente a dgua apresentaram uma variagdo temporal dos niveis deste hormdnio. Possivelmente esta
variagdo esteja mais relacionada com a manutengdo dos niveis glicémicos dos animais durante o periodo
de jejum (Mommsen et al. 1999; Ramesh et al., 2009), do que com uma resposta de estresse a
manipulagdo, visto que a amplitude das alteragdes é bastante discreta frente aos dados reportados pelo
trabalho de Nascimento et al. (2012), que registrou a ocorréncia de liberagdo de grandes quantidades de
cortisol em P. lineatus apds estresse aéreo. Porém, esta mesma variagao ndo foi verificada nos animais
expostos ao Pb, sugerindo uma interferéncia do metal na secre¢do deste hormdnio. Nascimento et al.
(2012) descreveram também que o cobre e o herbicida Atrazina atuam como disruptores enddcrinos
inibindo a resposta de estresse em P. lineatus. De forma semelhante, compostos a base de petrdleo
(Simonato et al., 2008) e herbicidas (Navarro e Martinez, 2014) também provocaram uma inibicdo da
secrecdo de cortisol nesta mesma espécie apds exposicdo aguda. Uma ampla gama de contaminantes

sdo descritos como disruptores enddcrinos (Colborn et al., 1993; Ankley et al., 2009), mas, os relatos de
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qgue o Pb esteja entra eles abrangem, mais frequentemente, outros grupos de animais (Hirsch et al.,
2010; Georgescu et al.,, 2011). Além disso, existem relatos de que o Pb seja capaz de promover a
secrec¢do de cortisol em teledsteos dulcicolas mais tardiamente, apds alguns dias de exposicdo (Rogers
et al., 2003; Ramesh et al., 2009). Barton (2002) defende que apenas a medida do cortisol plasmatico
pode nado refletir o grau de estresse experimentado por um peixe, ja que representa uma medida
instantanea de um processo dinamico que pode ter tido inicio em um tempo desconhecido, que
antecede o momento da amostragem. Assim, a analise periddica da concentracao de cortisol durante as
primeiras 24 horas de exposicdo ao Pb, permitiu identificar sua interferéncia sobre a secrecdo deste

hormoénio no tocante a manutencdo homeostatica da glicemia.

Em contrapartida, a elevacdo da glicemia atestada nos peixes expostos ao Pb a partir da 62 hora
de exposicdo contrapde-se a hipdtese que sugere a presenca do cortisol como fator desencadeante da
hiperglicemia em P. lineatus expostos ao Pb (Martinez et al., 2004; Almeida et al., 2005, Ribeiro et al.,
2014). Outra hipdtese para esta resposta hiperglicEmica pode ser associada ao sistema nervoso
auténomo ou aos altos niveis de lactato plasmatico encontrados nos animais expostos ao Pb a partir de
12 h, que estaria ligada a ocorréncia de hipdxia metabdlica, promovida por uma limitagdo no
suprimento de oxigénio para todo o organismo (Chowdhury et al., 2004). Deste modo ha um desvio na
via de metabolizacdo do piruvato em todas as células, que deixa de suprir a via aerdbica, e, na auséncia
de oxigénio, passa a integrar a sintese energética através da respiracdo anaerdbica, formando lactato
como produto final. O aumento da concentracdo de hemoglobina nas células sanguineas sinaliza, muitas
vezes, uma situacdo de hipoxia (Affonso et al., 2003), onde a demanda tecidual por oxigénio é fator
desencadeante para uma maior produgao de hemoglobina. Caso esta hipdtese seja verdadeira, poderia-
se afirmar que o estimulo para o aumento da produc¢do desta proteina esteve presente em ambos os
tratamentos, e que, enquanto esta estratégia foi eficiente para os animais submetidos a situagao CTR,
nos peixes expostos ao Pb a eficacia ndo foi 100% atingida. A ocorréncia de aumento na concentragdo
de lactato plasmatico apds 12 h de exposi¢do sugere a ocorréncia de hipdxia metabdlica, indicando que
a presenc¢a do metal esteja, de alguma forma, interferindo na distribuicdo de oxigénio de tal maneira
qgue, como forma alternativa, o organismo recorra a via anaerdbica para a produc¢do de energia (Affonso
et al., 2003). Na mesma linha, Navarro e Martinez (2014) sugerem que a elevacgdo do lactato plasmatico
em P. lineatus mantido por 24 h em agua contaminada por um herbicida esteja relacionada com uma
situacdo de hipdxia, onde o animal lanca mdo de processos anaerdbicos para suprir a demanda

energética.
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O aumento do lactato plasmatico também pode estar associado a reducdo da atividade da
acetilcolinesterase muscular nos mesmos periodos de experimento. A interferéncia do Pb na atividade
colinesterasica no musculo indica que esteja ocorrendo uma hiperestimulacdo deste tecido, exigindo
uma grande quantidade de energia e oxigénio. Ainda que as trocas gasosas no tecido branquial
estivessem eficientes, o fornecimento de oxigénio, neste caso, poderia ser insuficiente para suprir a
demanda. A fonte mais provavel de energia para o tecido muscular é o glicogénio armazenado no
proprio tecido (Milligan, 1996; Hemre et al., 2002), uma vez que analises apontam para uma maior taxa
de deplecdo do glicogénio muscular de peixes que foram expostos ao Pb (Shamsi, 2014). Em situagGes
como esta, o organismo lanca mado de ajustes metabdlicos desviando a via glicoliticada cadeia de
fosforilacdo oxidativa, para a fermentagdo latica, produzindo lactato como produto final (Milligan,
1996). Para manter estavel o pH das células musculares, o lactato, produzido em grande quantidade, é
eliminado para o sangue (Milligan, 1996) e metabolizado no figado (Milligan, 1996; Hemre et al., 2002;
Enes et al., 2009) ou no rim (Hemre et al., 2002), onde servira de substrato para a formagao de glicose
pela via neoglicogénica (Hemre et al.,, 2002; Enes et al.,, 2009), através do aumento da atividade
reversivel da lactato-desidrogenase (Vijayan et al., 1997). A glicose recém-formada nas células hepaticas
pode retornar ao sangue para suprir a demanda do tecido nervoso. Portanto, a elevacdo simultdnea de
glicose e lactato pode ser resultado de uma via alternativa de produgao energética associada ao esforgo
fisico intenso. Desta forma, o aumento da glicose e do lactato sanguineos em P. lineatus expostos ao Pb,
constituem respostas secunddrias de estresse que neste caso ndo devem estar diretamente ligadas a

alteragGes hormonais (Barton, 2002).

Apesar dos resultados encontrados para P. lineatus apresentarem uma grande flutuagdo ao
longo de 24 h, a sensibilidade da AChE para o Pb é suportada por estudos in vitro que mostram uma
resposta dose-dependente de acordo com a espécie (Rabitto et al., 2005; de Lima et al., 2013). Os peixes
sdo capazes de promover adaptacdes frente a alteragGes na atividade da AChE (Pretto et al., 2010),
desta feita, um padrao estereotipado de respostas pode ndo ser comum para todas as espécies (Nunes
et al., 2014). VariacGes da atividade colinesterdsica frente a exposicdo a diferentes espécies metalicas
também foram descritas para o molusco Perna perna ao longo de alguns dias de experimento (Najimi et
al., 1997). O decréscimo na atividade da AChE culmina em alteragdes comportamentais na habilidade
natatéria (Payne et al.,, 1996; Van der Oost et al., 2003; Silva, 2013), respiratéria e capacidade de
tomada de alimento (Payne et al., 1996), podendo causar desordens de modo a comprometer a

sobrevivéncia da espécie.
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A reducdo na atividade da acetilcolinesterase no tecido muscular apds a exposicao ao Pb indica a
ocorréncia de uma estimulacdo excessiva dos nervos colinérgicos, culminando em esforco muscular
excessivo (Silva, 2013). Por muito tempo, alteragcGes na atividade da AChE foram atribuidas a presenca
de compostos organicos (Payne et al., 1996; Van der Oost et al., 2003), porém, recentemente diversos
trabalhos vem demonstrando que a presenca de metais na agua também podem desencadear os
mesmos efeitos sobre sua atividade (Rabitto et al., 2005; Pretto et al., 2010; Richetti et al., 2011; Mager,
2012; de Lima et al., 2013; Silva, 2013). A reducdo da atividade colinesterasica frequentemente estd
mais associada a altera¢des na conformacdo da enzima (Richetti et al., 2011) ou interacdo do poluente
com os sitios ativos (Najimi et al., 1997; Pretto et al., 2010), do que com sua expressao génica (Richetti

et al., 2011).

Para evitar que os efeitos deletérios do Pb de alastrem por todos os 6rgaos, alguns tecidos sao
capazes de produzir proteinas de defesa, de baixo peso molecular, cuja funcdo é se ligar aos metais
excedentes, essenciais ou ndo, as metalotioneinas (MT). O Pb é considerado um fraco indutor de MT
guando comparado com outros metais como cobre, zinco e cddmio (Campana et al., 2003; Atli e Canli,
2008; de Boeck et al., 2010), que tém uma maior afinidade pelos grupamentos sulfidril desta proteina. O
aumento da MT em decorréncia da presenca de metais, geralmente esta associada ao aumento de
metal acumulado no mesmo drgdo (Cicik et al., 2004), entretanto, neste experimento, o figado dos
animais expostos ao Pb, apenas apresentou um aumento significativo de acimulo em 24 h de exposicao,
enquanto a dosagem de PSMT apontou para um aumento de sua concentracdo a partir da 122 hora.
Existem relatos de que o Pb ndo seja capaz de promover alteragdes no conteudo de MT em diversos
tecidos (Atli e Canli, 2008), porém, Monteiro et al. (2011) mostraram que o contetdo de MT no figado
de P. lineatus aumentou apds 6 e 24 h de exposicao a concentragdes de Pb préximas as testadas neste
trabalho. Outros trabalhos de nosso laboratério demonstraram a sensibilidade da MT hepatica,
branquial e muscular nesta espécie frente a metais, como o niquel (Palermo, 2012) e o cadmio (Silva,
2013). Assim como Carvalho et al. (2004), que encontraram concentraces hepaticas de MT elevadas
apos exposicdo de P. scrofa (=lineatus) ao cobre. De qualquer forma, os resultados encontrados para o
conteudo de PSMT no figado desta espécie de teledsteo apds exposicdo ao Pb fornecem evidéncias de
que a resposta na sintese destas proteinas seja tempo-dependente, assim como sugere Campana et al.

(2003).

Por outro lado, a analise de PSMT no rim posterior demonstrou que este tecido ndo foi capaz de

responder da mesma maneira a presenca do Pb. Da mesma forma, Ariyoshi et al. (1990) e Campana et
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al. (2003) ndo registraram alteragdo do conteldo de MT no tecido renal de teledsteos dulcicolas apds a
exposicao ao mesmo metal. Havendo ainda um registro de decréscimo da quantidade de PSMT renal
apos 5 dias de experimento, neste segundo trabalho. Apesar de este estar entre os drgdaos com maior
capacidade de retencdo de Pb nas primeiras 24 horas de exposicao, verificou-se aqui também uma
tendéncia de decréscimo do conteddo dessas proteinas. Desta feita, conclui-se que, muito
provavelmente, a retencao de Pb no tecido renal de P. lineatus expostos ao Pb esteja mais associada a
presencga dos corpos de inclusdo (Patel et al., 2006) ou a grande quantidade de canais e carreadores com
alta afinidade por este metal (Alves e Wood, 2006; Patel et al., 2006; Dai et al., 2012), do que a
capacidade de sintese de MT pelas células renais. Em suma, embora a andlise de PSMT no tecido
hepatico tenha sido eficaz para acusar uma resposta a presenca de Pb, ndo se recomenda a sua
aplicacdo isolada para estudos de biomonitoramento (Campana et al., 2003), uma vez que muitos

fatores podem influenciar sua resposta.

Em resumo, este estudo traz evidéncias que o Pb interfere no estado metabdlico do peixe P.
lineatus como resultado da neurotoxicidade, podendo ainda provocar disrupgdo enddcrina. Ainda que a
concentracdo de Pb se eleve no sangue, alteragdes nos parametros hematoldgicos em decorréncia do
metal ndo foram verificadas nas primeiras 24 h de exposi¢cdo. A capacidade de sintese de MT diferiu
entre os 6rgdos de P. lineatus apds exposicdo ao chumbo, e parece ndo estar diretamente relacionada a
concentracao tecidual de metal. O rim posterior foi o primeiro érgdo a acumular chumbo, e apresentou
as maiores concentracGes do metal apds 24 h de exposicdo, seguido pelo figado e células sanguineas, e

pelo tecido muscular.
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Capitulo V: Efeitos agudos do chumbo sobre a osmorregulacdo de Prochilodus lineatus: atividade

enzimdtica e ions plasmdticos.

Nesta secdo estdo descritos as analises, resultados e discussdao referentes a avaliacdo dos efeitos do
chumbo (Pb) sobre a atividade de enzimas associadas a osmorregulacdo em branquia e rim, e na

concentracdo osmética e de ions no plasma do peixe P. lineatus ao longo de 24 horas de exposicao.

V. 1 Material e métodos

a. Analises osmoionicas

Apds a finalizagcdo dos experimentos, as amostras de sangue foram centrifugadas (1870 g, 10
min — MCD2000, Hsiangtai, Taiwan), para a separacdo do plasma, que foi armazenado a -20° C até a
ocasido das analises. As amostras de plasma foram utilizadas para andlise da concentragdo osmoética e
de sédio (Na*), potéssio (K'), cloreto (CI), calcio (Ca®*) e magnésio (Mg”*). A osmolalidade plasmatica foi
avaliada em osmoémetro de congelamento (Osmomat 030, Gonotec, Alemanha). O plasma foi diluido
(100x) em agua deionizada para a analise dos ions Na'e K* em fotdmetro de chama (DM-62, Digmed,
Brasil). A andlise de CI foi feita pelo método do tiocianato de mercurio, com auxilio de kit comercial
(Labtest, Brasil), e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro de microplacas (Victor®, PerkinElmer,
USA) a 490 nM. Os fons Ca** e Mg** foram quantificados a partir de amostras de plasma diluidas (50x)
em modificador éxido de lantanio (La,03; — 0,1%) em EAA (AAnalyst 700, PerkinElmer, EUA), na chama, e
calculadas com base em uma curva construida a partir de padrdes certificados (Specsol - Ca*": 0,5-10,0

mg.L™", Mg*: 0,2-1,0 mg.L™").

b. Atividade enzimaticas
Na*/K*-ATPase e H-ATPase

As amostras de rim posterior e branquias utilizadas para analise da Na*/K'-ATPase (NKA) e H*-
ATPase foram armazenadas, no momento da amostragem, em tubos plasticos contendo tampao SEl
(Sacarose 150 mM, EDTA 10 mM, Imidazol 50 mM, pH 7,5) e guardadas em “ultrafreezer” (-70° C). O

tecido renal (1:10 p:v) e filamentos branquiais (1:5 p:v) foram homogeneizados com o tampdo SEl
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contendo deoxicolato de Na* (2,4 mM), e centrifugados (7500 g, 15 min, 4° C), e o sobrenadante foi
utilizado para a analise das enzimas, a partir de adaptacdes do protocolo estabelecido por Gibbs e
Somero (1989) e padronizado para microplacas (Silva e Martinez, 2014). A concentracdo de proteinas
totais foi determinada no sobrenadante para posterior diluicdo de modo a normalizar a concentracao
protéica em 1 mg.mL™. A atividade das bombas foi mensurada através da diferenca no declinio da
absorbancia em meio de reacao (ATP 1 mM, NADH 0,2 mM, piruvato quinase 3 U.mL?, lactato
desidrogenase 2 U.mL?, frutose, 1, 6, difosfato 0,1 mM, fosfoenol-piruvato 2 mM, pH 9,0), contendo N-
etilmaleimida (NEM - 2 mM, inibidor da H*-ATPase), ouabaina (2 mM, inibidor da NKA), ou sem
inibidores (atividade total das ATPases) em decorréncia da quebra de ATP e consequente formacdo de
ADP. A absorbancia das amostras, em quadruplicata, foi medida a cada minuto durante 15 minutos (340
nm — Victor®, PerkinElmer, USA), e a atividade ATPasica em cada condi¢do foi determinada através da
seguinte férmula: {(inclinagdo. coeficiente de extingdo/([Proteinas].diluicio).tempo/1000}*. A atividade
da NKA foi calculada pela diferenca dos meios contendo ou n3o ouabaina, e da H*-ATPase, pela

diferenca dos meios com e sem NEM, e expressas em pumol ADP.mg ptn™.h™".

Anidrase carbénica

A atividade da anidrase carbonica no tecido renal e nos filamentos branquiais foi determinada
segundo Vitale et al. (1999). Para tanto, os tecidos foram homogeneizados (1:10 p:v) em tampado
(manitol 225 mM, sacarose 75 mM, tris-base 10 mM, NaH,PO, 10 mM, pH 7,4) e centrifugados (7500 g,
15 min, 4° C). Para andlise da atividade da anidrase carbbnica foi adicionado ao sobrenadante agua
saturada com CO,. A atividade catalitica da enzima foi quantificada pela variacdo do pH, determinada
durante 20 s, utilizando-se um pHmetro de bancada (Jenway 3510, EUA). A inclinacdo da reta gerada
pela queda do pH ao longo do tempo forneceu a taxa de reagdo catalisada (TC) e a taxa de reagdo ndo-
catalisada (TNC) foi obtida pela leitura do pH na auséncia de amostra, substituindo-se amostra por
tampdo. A partir dessas duas medidas a atividade da anidrase carbénica (AC) foi calculada pela férmula:

AC = [TC/TNC - 1].mg ptn™.

A concentracdo de proteinas nos tecidos homogeneizados, para a normalizacdo das amostras de
NKA e H'-ATPase,e para o célculo da AC, foi determinada segundo método descrito por Lowry e

colaboradores (1951), utilizando albumina de soro bovina como referéncia.
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c. Analises estatisticas

Para cada um dos tempos experimentais (1, 2, 3, 6, 12 e 24 h) os resultados de cada parametro
obtidos para os grupos CTR e Pb foram comparados entre si usando o teste t ou Mann-Whitney. Além
disso, os resultados obtidos para cada tratamento (CTR e Pb) também foram comparados entre os
tempos experimentais (0, 1, 2, 3, 6, 12 e 24 h), usando analise de variancia paramétrica (ANOVA) ou nao
paramétrica (KruskallWallis). As diferencas, quando indicadas, foram localizadas pelo teste de
comparag¢oes multiplas SNK (paramétrico) ou Dunn’s (ndo paramétrico). O uso da estatistica paramétrica
ou ndo paramétrica foi definido dependendo da distribuicdo dos dados (normalidade e homogeneidade

de variancia). Foram considerados significativos valores de p < 0,05.

V. 2 Resultados

Osmolalidade e ions

Todos os ions e a osmolalidade mantiveram-se estaveis nos animais que foram expostos somente
a d4gua (CTR) no decorrer de todo experimento, ndo havendo variagdo temporal estatisticamente
significativa em nenhum dos pardmetros apresentados nesta sessdo. Porém, a andlise desses mesmos
parametros nos animais expostos ao Pb, quando comparados com seus respectivos CTR, indica que este
metal é capaz de interferir nos processos de tomada e/ou retencdo de ions, culminando em alteracGes
em quase todos os parametros plasmaticos analisados. Houve reducgdo de cerca de 5% na osmolalidade
plasmatica (Fig. V.1A) (média CTR: 312,6 + 2,1 mOsm.kg™) dos animais expostos ao Pb apds 12 e 24
horas (p: 0,038 e 0,026, respectivamente). Possivelmente decorrente da reducdo de ions plasmaticos
como o Na® (Fig. V.1C). O Na" (média CTR: 127,1 + 3,3 mM) aumentou 10% na terceira hora de exposic3o
(p = 0,035), mas este efeito foi revertido nos dois tempos amostrais seguintes (6 e 12 h), quando
constatou-se reducio de até 12% nos niveis de Na* (p: 0,026 e 0,029, respectivamente). Por outro lado,
a calcemia (Fig. V.1E) (média CTR: 2,5 £ 0,13 mM) de P. lineatus expostos ao Pb reduziu cerca de 30% em
comparag¢do com seus CTR a partir da primeira hora e esta redugao significativa se manteve em todos os
tempos subsequentes (p: 1 = 0,005; 2 < 0,001; 3 =0,002; 6 = 0,001; 12 < 0,001; 24 = 0,001). Enquanto o
K" plasmatico (Fig. V.1D) (média CTR: 4,4 + 0,4 mM) aumentou em torno de 60% em 12 (p = 0,011) e 24
horas (p = 0,046) de exposicdo ao Pb, outro ion que apresentou aumento foi o Mg”* (Fig. V.1F), que apds

manter-se a uma concentra¢cdo média de 0,89 + 0,03 mM nos animais CTR, elevou-se para 1,02 + 0,04
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Figura V.1. Parametros osmoidnicos (média + EP) no plasma de P. lineatus expostos apenas a agua (CTR) ou ao
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todos os demais parametros osmoidnicos, as concentracdes de CI (Fig. V.1B) ndo apresentaram
alteracdo ao longo das 24 horas de exposicdo ao Pb, mantendo uma concentracdo média de 122,1 +

1,22 mM em ambos os tratamentos.

Enzimas envolvidas na osmorregulagcéo
Os valores absolutos para as atividades enzimaticas renais e branquiais apresentaram-se variaveis
entre os tempos experimentais. Entretanto, a andlise entre os tratamentos (CTR x Pb) de um mesmo

tempo experimental apontou a ocorréncia de altera¢des relevantes nas atividades de quase todas as
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Figura V.2. Atividade (média + EP) das enzimas anidrase carbdnica (AC) (A), Na'/K*-ATPase (NKA) (B) e H*-ATPase (C)
nas branquias de P. lineatus expostos apenas a agua (CTR) ou ao chumbo (Pb) pelos tempos de 0, 1, 2, 3,6, 12 ou 24

h. Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos CTR e letras minusculas diferentes

indicam diferenca estatistica entre os grupos Pb. * indica diferenca entre CTR e Pb de um mesmo tempo (p < 0,05).
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enzimas analisadas. Apds uma elevacdo transitoria na atividade da AC branquial (Fig. V.2A) de mais de
40% na primeira hora de exposi¢do (p = 0,038), houve uma mudancga deste quadro nos tempos seguintes
e a atividade da AC dos animais expostos ao Pb nao foi significativamente diferente em relacao aos
respectivos CTR. Porém, no tempo de 24 horas, houve uma reducdo significativa (p = 0,019) de cerca de
40% na atividade da AC branquial nos peixes expostos ao Pb, em relagdo ao respectivo CTR. Apesar de
nao resultarem em diferencas significativas, observou-se que esta tendéncia em reducdao da AC teve
inicio a partir da 62 h de contato com o poluente. A NKA do epitélio branquial (Fig. V.2B) por outro lado,
teve sua atividade significativamente reduzida (p = 0,014), em mais de 50% nos animais que ficaram
expostos ao Pb por 6 h, embora em todos os demais tempos os peixes expostos ao Pb tenham
apresentado uma clara tendéncia de reducdo na NKA. Por outro lado, a H*-ATPase no tecido branquial
dos animais expostos ao Pb (Fig. V.2C) ndo diferiu de seus CTR ao longo do experimento, e manteve
valores, consideravelmente, homogéneos ao longo dos tempos.

Ja no tecido renal a reducdo significativa da atividade da AC (Fig. V.3A) foi verificada partir da 62
hora de exposicdo ao Pb (p = 0,04), quando se constatou um valor 20% menor do que seu CTR. No
tempo seguinte (12 h), esta reducdo foi de 30% (p = 0,022), chegando a 75% (p = 0,02) apds 24 h de
exposicdo ao metal. Os valores encontrados para a atividade da NKA no rim posterior (Fig. V.3B) de P.
lineatus expostos ao Pb foram, em média, 60% menores do que os dos animais CTR desde 1 h de
exposicdo, contudo, devido a varia¢do individual entre os animais de um mesmo grupo, apenas em 24 h
de experimento esta reducdo foi significativa (p = 0,036), quando a atividade da NKA nos animais Pb
representava apenas 18% daquela dos peixes do grupo CTR. A H*-ATPase das células renais (Fig. V.3C)
ndo mostrou indicio de alteracdo até a 32 hora de experimento, porém, em 6 h de exposicdo ao Pb, a
atividade deste transportador ultrapassou o seu CTR em 56% (p = 0,016), mantendo-se ainda elevado no

tempo de 12 horas, e chegando a 156% de aumento em 24 h de experimento (p = 0,015).

V. 3 Discussao

Os parametros fisicos e quimicos da dgua mantiveram-se estaveis durante todo o periodo de
aclimatacao e de experimentos, indicando que os ensaios laboratoriais proporcionaram as condi¢des
necessarias para a validade dos testes. A concentracdo de Pb total determinada na agua dos aquarios
manteve-se proxima do esperado, refletindo as condi¢cdes encontradas em ambientes sob influéncia
antropica (Yabe e Oliveira, 1998; Almeida et al., 2005). Gragas as caracteristicas da agua utilizada para os

testes toxicoldgicos, o Pb que permaneceu dissolvido corresponde, em média, a 85% do Pb total
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CTR e Pb de um mesmo tempo (p < 0,05).

adicionado, relacionado a baixa dureza da d4gua, um dos parametros mais importantes para a
disponibilizacdo do metal (Paquim et al.,, 2000). Esta quantidade de metal representa apenas uma
pequena fracdo da Clsy (24 h) relatada para a espécie Prochilodus lineatus (Martinez et al., 2004),
porém, outros autores relatam a interferéncia de concentra¢des de Pb prdéximas a concentragdo
utilizada neste trabalho, nos processos de osmorregulagdo (Ribeiro et al., 2014), de estresse oxidativo e
seus efeitos genotdxicos (Monteiro et al., 2011) nesta espécie.

As alteragdes verificadas na osmolalidade e nas concentragdes plasmaticas de Na*,K*, Ca*"e Mg**

dos peixes expostos ao Pb devem ter relagdo com a presenca de metal nos drgdos responsaveis pela sua
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regulacdo. Isso comprova-se nos capitulos IV e VI que demonstram que o rim e as branquias apresentam
as maiores concentracdes de chumbo dentre os tecidos analisados apds 24 h de exposicdo. As branquias
sdo importantes para a osmorregulacdo de teledsteos (Perry, 1997; Wilson e Laurent, 2002; Hirose et
al., 2003; Evans et al., 2005), e constituem uma das principais portas de entrada para contaminantes
presentes na agua (Vinodhini e Narayanan, 2008; Palaniappan et al., 2009). Para penetrar nas células
branquiais, o Pb dissolvido na dgua pode se utilizar de canais e transportadores (Tao et al.,, 1999,
MacDonald et al., 2002; Rogers et al., 2005), interferindo, muitas vezes, no seu funcionamento (Rogers e
Wood, 2004; Alves e Wood, 2006; Alves et al., 2006). Apds a passagem pelas branquias, o Pb é
distribuido, através da corrente sanguinea (Dai et al.,, 2012), para outros tecidos, atingindo
prioritariamente o6rgdos que apresentam altas taxas metabdlicas. O rim posterior desempenha
importante funcdo na regulacdo de eletrélitos e dgua, e é capaz de exercer papel excretério, inclusive,
de ions metalicos desnecessarios ao funcionamento do organismo (Alves et al., 2006; Patel et al., 2006;
Palaniappan et al., 2009).

Devido a grande afinidade do Pb por alguns transportadores e enzimas presentes nos tecidos
osmorreguladores dos teledteos dulcicolas, a interferéncia na homeostase de eletrélitos plasmaticos é
esperada nos animais expostos a este metal (Martinez et al., 2004; Rogers e Wood, 2004; Patel et al.,
2006; Mager, 2012; Ribeiro et al., 2014). Sabe-se que a exposi¢do de teledsteos de dgua doce ao Pb
pode resultar em inibic3o da atividade de enzimas como a Na*/K*-ATPase (NKA) (Ay et al., 1999; Rogers
et al., 2003, 2005; Atli e Canli, 2007), Ca*-ATPase (Rogers e Wood, 2004; Atli e Canli, 2007) e anidrase
carbénica (AC) (Birceanu et al., 2008), resultando em alteragdo das concentragdes de ions no plasma
(Evans, 1987; Bury e Wood, 1999; Rogers et al., 2005; Eyckmans et al., 2013). Estas alteracGes
tipicamente culminam em reducdo da osmolalidade plasmatica de teledsteos dulcicolas. E este efeito foi
verificado apds 12 e 24 h de exposicdo ao Pb, e se baseia nas alteragdes das concentracdes de Na* e Ca**
provocadas pelo metal nestes mesmos periodos. Ademais, o Pb é capaz de promover redugdes nas
concentragdes plasmaticas de fosfatos (Srivastav et al. 2013), proteinas e outros solutos (Martinez et al.,
2004; Almeida et al., 2005) que, juntamente com os ions, refletem na concentragdo osmotica (Monteiro
et al., 2005).

No entanto, ao contrdrio do esperado, a concentra¢do de ClI' no plasma de P. lineatus expostos
ao Pb ndo variou ao longo do experimento. A hipocloremia é uma situagdo caracteristicamente
encontrada em animais dulcicolas expostos ao Pb, mais devido ao prejuizo na tomada deste anion
através das branquias (Rogers et al., 2003, 2005; Mager, 2012), do que pela eliminagdo através da urina

(Patel et al., 2006). AlteracGes nas concentracdes de Cl plasmatico podem estar associadas a disturbios
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na atividade da AC (Evans, 1987; Souza-Bastos e Freire, 2009), que foram verificadas neste trabalho e
serdo discutidas adiante. Contudo, um trabalho realizado por Ribeiro et al. (2014) mostrou que a
exposicao de P. lineatus ao Pb durante 96 h, causou uma reducao transitoria no CI plasmatico, sem que
houvesse mudanca na atividade da AC. Em suma, estes achados sugerem que em P. lineatus o ion CI’
nao responde a presenca de Pb da mesma forma que algumas espécies de regides temperadas,
sugerindo a atuac¢do de outros mecanismos para garantir a regulacdo do ClI.

Outro jon plasmatico susceptivel a alteragdes na presenca do Pb é o Mg”*. Apds a contaminacgdo
de Pb pela via alimentar, a truta arco-iris apresentou redugdo do Mg”* plasmatico (Alves el al., 2006)
devido a competicdo entre esses ions divalentes pelos sitios de absor¢do no trato gastrointestinal. A
maior parte do Mg circulante é absorvida pela via alimentar (Flik et al., 1993; Bijvelds et al., 1998;
Bucking e Wood, 2007), sua concentracdo no plasma de teledsteos dulcicolas é muito baixa (Holmes e
Donaldson, 1969) e sua eliminacdo através da urina é evitada por um eficiente sistema de reabsorg¢ao
tubular (Hickman e Trump, 1969; Bijvelds et al., 1998). Porém, quando o Pb encontra-se circulando no
sangue do animal é possivel que haja interferéncia na reabsorcdo tubular de Mg*, da mesma forma que
ocorre com outros ions (Patel et al., 2006). Kulac et al. (2013) verificaram que a exposicdo de
Oreochromis niloticus ao cobre por um dia promoveu o aumento da Mg**-ATPase renal, enquanto
Rogers et al. (2003) se depararam com aumentos significativos das concentracdes de Mg®* plasmatico
em O. mykiss expostas ao Pb por periodos entre 72 e 120 h. A elevacdo de Mg relatada neste Gltimo
trabalho coincidiu com a redugdo calcémica, dando indicios de que exista uma relacdo de contrabalancgo
na regulacdo destes dois cations divalentes, embora esteja claro que a absor¢do destes ions ocorra por
vias diferentes (Marshall, 2002). Da mesma forma, o aumento da concentracdo plasmatica de Mg”* em
P. lineatus expostos ao Pb por 24 h coincidiu com a redugdo de Ca®". Sabe-se que além da via alimentar,
o Mg** pode ser absorvido ativamente nas branquias através de processos ainda n3o totalmente
elucidados (Bijvelds et al.,, 1998; Marshall, 2002), permitindo supor que esteja ocorrendo uma
hiperregulacdo do Mg** para contrabalancear a hipocalcemia. Da mesma forma que a atividade da Mg*'-
ATPase das branquias e do rim é aumentada apds exposi¢do ao cobre (Atli e Canli, 2011a), supde-se que
frente ao Pb o organismo também seja capaz de promover tal resposta. Tanto o Ca*" quanto o Mg**
exercem efeitos protetores nas branquias expostas ao Pb (MacDonald et al., 2002), assim, a elevagdo do
Mg** plasmético pode estar ocorrendo no intuito de proteger o animal de danos maiores. Porém, outra
possivel causa para a elevacdo plasmatica de Mg**pode estar ligada ao rompimento celular, ja que suas
concentracdes citoplasmaticas sdo consideravelmente maiores do que no meio extracelular (Holmes e

Donaldson, 1969).
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Em concordancia com esta hipdtese, os animais expostos ao Pb por 12 e 24 h também
apresentaram elevacdo dos valores plasmaticos de K*. Contudo, tanto os resultados apresentados no
capitulo IV, quanto experimentos anteriores, revelaram que a exposi¢cdo de P. lineatus ao Pb nao foi
capaz de promover alteragbes sanguineas que sustentassem essa hipdtese, ainda que por periodos mais
longos (Ribeiro et al., 2014) ou exposicdo a concentragdes mais elevadas de Pb (Martinez et al., 2004).
Porém, além do rompimento de eritrécitos, a hipercalemia também pode estar associada a um aumento
da permeabilidade da membrana plasmatica de células branquiais (Laurén e McDonald, 1985) e
musculares (Grosell e Jensen, 2000; Amado et al., 2006) a ions como o K*. Tal acontecimento permitiria
o extravazamento de K para o meio extracelular, a exemplo do musculo do caranguejo Dilocarcinus
pagei, que apds a exposi¢cio ao chumbo aumentou a permeabilidade ao K* (Amado et al., 2006), do
cobre, que também promoveu a reducdo deste ion nas células dos tecidos branquial e intestinal de
Oreochromis niloticus (Saglan et al., 2013), ou do niquel que diminuiu as concentracdes de Na‘, K" e
Mg>* no tecido muscular da mesma espécie (Atli e Canli, 2011a). O que também justificaria 0 aumento
de Mg* no plasma de P. lineatus apds a exposicdo ao Pb. Outra hipdtese é que a elevagdo de K
plasmdatico também pode estar associada a altera¢des na capacidade osmorreguladora exercida pela
NKA (Ribeiro et al., 2014).

J4 é amplamente aceito que o Pb interfere na atividade da bomba de Na* e K de érgdos
osmorreguladores (Ahern e Morris, 1998; Rogers et al., 2003, 2005; Mager, 2012; Eyckmans et al., 2013;
Ribeiro et al., 2014), cuja fungdo para teledsteos dulcicolas é manter a homeostase celular e o potencial
de membrana para a captacdo ativa de ions na dgua doce (Jobling, 1993). E sendo a NKA diretamente
responsavel pela manutencdo das concentracdes de Na* e K dentro e fora das células, o prejuizo em sua
atividade pode resultar em hipercalemia com concomitante hiponatremia (Jensen et al., 1987). Estes
dois efeitos puderam ser verificados em P. lineatus expostos ao Pb, com simultdnea reducgdo da
atividade da NKA renal e branquial. Quando a mesma espécie foi exposta ao nitrito (Martinez e Souza,
2002), ou ao cobre (Mazon et al., 2002), resultados semelhantes foram encontrados para estes ions,
justificados pela hipétese de interferéncia na atividade NKA.

Reducdes importantes nos niveis de Na® plasmatico ja foram reportadas para P. lineatus ao
longo de 96 h de exposi¢do ao Pb (Martinez et al., 2004; Ribeiro et al., 2014). No presente trabalho, os
niveis de Na* plasmatico flutuaram entre a 32 e a 122 hora de exposicdo a este metal. Rogers et al.
(2003) relataram que fluxo de entrada de Na'na truta arco-iris sofreu reducdo desde as primeiras horas
de exposicdo ao Pb, resultando em diminui¢do plasmatica a partir da 722 hora, quando a atividade da

NKA nas branquias também sofre prejuizo. Baseado nisso, estes autores acreditam que o Pb possa agir
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sobre a captacdo desse ion monovalente também por outras vias no epitélio branquial, de forma direta,
bloqueando canais de Na“ ou trocadores Na‘/H’, localizados na membrana apical das células, ou
inibindo as enzimas H'-ATPase ou AC, que atuam na hiperregulacdo do Na* de forma indireta. Porém, os
resultados para as atividades destas duas enzimas, sugerem que a mesma relacdao nao se aplica para P.
lineatus, ja que as altera¢des, quando presentes, ocorrem em momentos diferentes. Por fim, a
recuperacao da natremia verificada no tempo de 24 h, poderia ser justificada por uma resposta renal
compensatéria, através de aumento na taxa de reabsor¢do tubular de Na* visando a reducdo da
excrec¢do de Na* pela urina, conforme j4 foi verificado por Grosell et al. (1998) e Patel et al. (2006).

Evidéncias apontam que além de interferir na tomada de Na*, o Pb pode atuar na
permeabilidade i6nica do epitélio branquial, resultando em aumento do efluxo de ions (Rogers et al.,
2005; Mager, 2012), gragas a instabilidade das juncGes oclusivas. Assim sendo, ainda que a recuperagdo
da atividade da NKA se restabeleca apds exposicdo ao Pb por 96 h (Ribeiro et al.,, 2014), baixas
concentracdes de Na“ ainda podem ser decorrentes de extravasamento idnico por vias paracelulares
provocada pelo Pb, e ndo apenas de dificuldade de sua absorcdo ativa. Na formacdo das juncdes
oclusivas do tecido branquial encontram-se proteinas cujas ligacdes célula-célula sdo estabilizadas por
pontes de Ca*, o que implica dizer que a auséncia de Ca** é capaz de promover um desajuste na
estrutura e funcdo dessas juncdes (Brown e Davis, 2002). Desta forma, o Ca** é considerado um ion
essencial a manutencdo da permeabilidade de tecidos absortivos (Evans, 1987; Flik e Verbost, 1995;
Evans et al., 2005).

Neste contexto, a analise das concentracdes calcémicas leva a crer que as branquias de P.
lineatus tornam-se mais permeaveis a ions quando em contato com o Pb, permitindo o efluxo de ions. A
reducdo dos niveis de Ca** plasmaticos ocorreu desde a primeira hora de experimentaco, corroborando
o trabalho de Rogers et al. (2003) que identificaram uma reduco no influxo de Ca** nas branquias de O.
mykiss desde a 22 hora de exposi¢do ao Pb. Alteragdes nos niveis calcémicos sdo recorrentes em animais
dulcicolas que entram em contato com dguas contaminadas por metais, pois estes apresentam papel
antagonico no processo de hiperregulagdo do Ca** (Bury e Wood, 1999; MacDonald et al., 2002; Rogers
e Wood, 2004; Mager, 2012), dificultando sua absor¢do através das branquias. Sabe-se que em
teledsteos dulcicolas a hiperregulacdo do Ca** ocorre, principalmente, através de canais apicais
presentes nas CRM do epitélio branquial, e que a tomada deste ion é promovida pela atividade da Ca*'-
ATPase e de trocadores Na'/Ca* inseridos na porcdo basolateral da membrana (Perry, 1997; Hirose et
al., 2003; Hwang e Lee, 2007). Os canais de Ca®* das células branquiais sdo descritos como a principal via

de entrada do Pb em peixes de agua doce (Rogers e Wood, 2004), e evidéncias apontam que ele
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também seja capaz de bloquear estes canais. Teoricamente, apds adentrar na célula do epitélio
branquial, o Pb se utiliza de trocadores de Na‘/Ca®* ou as bombas de Ca*" dependentes de ATP para
alcancar o sangue, podendo, da mesma forma, inibir a atividade desses transportadores (MacDonald et
al., 2002; Rogers et al., 2003; Atli e Canli, 2007). Em concordancia, as alteracdes calcémicas verificadas
nos peixes expostos ao Pb comprovam a interferéncia do metal na hiperregulacdo de Ca®*. Outros
pesquisadores também encontraram resultados semelhantes para moluscos (Mosher, 2008), crustaceos
(Ahern e Morris, 1999), outras espécies de teledsteos (Rogers et al., 2003; Rogers e Wood, 2004;
Srivastav et al., 2013), e humanos (Ong e Lee, 1980; Abam et al., 2008) expostos ao Pb.

Contudo, a diminui¢do do influxo n3o deve ser o tGinico motivo para a reducdo imediata do Ca**
plasmatico em P. lineatus, ja que teledsteos dulcicolas dispem de eficientes mecanismos de reabsorc¢ado
nos tubulos renais para impedir a perda de ions através da urina (Hickman e Trump, 1969). Desta feita,
um grupo de pesquisadores averiguou um aumento da taxa de excre¢do renal de Ca** apds exposicdo de
O. mykiss ao Pb (Rogers et al., 2005). A inibi¢io da Ca’*-ATPase renal, assim como ocorre no tecido
branquial (Rogers e Wood, 2004), justificaria este evento. Durante a realizacdo do presente trabalho
foram feitas diversas tentativas para a determinagdo da atividade da Ca**-ATPase nos tecidos branquial
e renal de P. lineatus, porém os resultados gerados apresentaram muita variacdo e foram considerados
inconsistentes, e por isso ndo estdo apresentados neste trabalho.

Uma das fungbes primordiais das branquias é atuar no equilibrio dcido-base, através da extrusao
de H* (Evans et al., 2005; Marshall e Grosell, 2006). A eliminac3o de prétons pelas branquias pode gerar
uma mudanga no pH do microambiente da regido apical das células (Perry e Gilmour, 2006),
favorecendo a entrada de Na* (Perry e Fryer, 1997; Hirose et al., 2003; Evans et al., 2005; Gilmour e
Perry, 2009). Esta eliminagdo ocorre via proton-ATPases ou trocadores Na*/H" localizados na membrana
apical de todas as células branquiais (Hirose et al., 2003). Os resultados encontrados para P. lineatus
expostos ao Pb indicam que, a priori, ndo foram necessarios ajustes na atividade da bomba de prétons
em prol da regulacdo acido-base, e que, portanto, esta nao foi a via pela qual a natremia foi prejudicada.
A H'-ATPase visa controlar o pH celular e sua atividade é estimulada pela presenca de ClI" no meio
intracelular (Nelson, 1988), desta forma, a estabilidade deste ion nos animais expostos ao Pb pode ter
sido fator determinante para a conservagao da atividade da bomba de prétons.

Apesar de nenhuma alteracdo ter sido detectada na capacidade de transporte da H'-ATPase nas
branquias, ndo é possivel afirmar que o balan¢o acido-base ndo tenha sofrido prejuizo, uma vez que,
com 24 horas de exposi¢dao ao Pb, a AC branquial de P. lineatus apresentou atividade quase 40% menor

do que os animais CTR. Além de esta enzima estar diretamente envolvida com o balanco acido-base e a
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respiracdo, ha uma relacdo indireta com a regulacdo i6nica (Gilmour e Perry, 2009). Como consequéncia
da reduc3o da atividade da AC, pode haver uma deplecdo no suprimento dos fons H" e HCO3, uma vez
que a AC é responsavel por catalisar a hidratacdo do CO,, dando origem a estes dois elementos (Evans et
al., 2005; Perry e Gilmour, 2006; Gilmour e Perry, 2009). Assim sendo, um prejuizo na regulacdo de Na“ e
Cl" seria esperado, uma vez que os ions resultantes da atividade da AC atuam como contra-ions para a
captacdo destes. Entretanto, este resultado nao foi verificado para a concentragdo plasmatica de CI" em
P. lineatus expostos ao Pb. Estudos demonstraram que, para algumas espécies de teledsteos dulcicolas,
a atividade da AC pode estar desvinculada da hiperregulacdo de CI,, sugerindo que outros mecanismos
possam ser utilizados para regular a cloremia (Bielmyer et al., 2008). Por outro lado, o trabalho realizado
por Ribeiro et al. (2014), que registrou uma alteragao transitéria na concentragdo de ClI" no plasma, ndo
identificou alteracOes significativas na atividade da AC nas branquias. Mostrando que as alteracdes na
atividade enzimatica da AC branquial e suas consequéncias para a o Cl" plasmatico sdo incertas frente a
exposicao ao Pb. A truta arco-iris exposta a duas concentracdes de Pb ao longo de 24 h apresentou uma
reducdo na atividade da AC branquial, dependente do tempo e da concentracdo de exposicao, iniciando-
se apos 3 h, e mantendo-se reduzida ao longo de 24 horas de experimento (Rogers et al., 2005). Porém,
neste mesmo trabalho, concentracdes de Pb entre 0,1 e 1 mg.L" resultaram em graus de inibi¢do
semelhantes, sugerindo que a AC apresenta um baixo limiar de sensibilidade para este metal. Somado a
isto, os autores relataram a reducdo de Na* e CI plasmaticos, sendo que o CI” foi mais afetado do que o
Na’, diferente do que ocorreu para P. lineatus.

Existem diversas isoformas da AC, que se distribuem entre o plasma, a membrana das células ou
o interior celular (Hirose et al, 2003; Gilmour e Perry, 2009), mas a AC responsavel pelo balango acido-
base no tecido branquial encontra-se no predominantemente no citoplasma (Marshall e Grosell, 2006;
Perry e Gilmour, 2006). Neste trabalho, acredita-se que a maior parte da AC mensurada tem origem
citosdlica, visto que, durante o procedimento analitico, o pellet contendo membranas e organelas é
descartado apds a centrifugacdo do homogeneizado. Ja foi relatado que a atividade desta enzima em
teledsteos dulcicolas é sensivelmente inibida na presenca de diversas espécies metalicas (Morgan et al.,
1994; Skaggs e Henry, 2002), incluindo o Pb (Rogers et al., 2005). A inibigdo da fun¢do enzimatica da AC
em teledsteos ocorre quando metais ligam-se com histidinas que ficam expostas em sua estrutura, ou
outros aminodacidos proximos ao seu sitio ativo, interagindo com a enzima de forma a competir com seu
substrato (Ceyhun et al., 2011). Ou ainda, por se tratar de uma metaloenzima, que depende da presenca
do zinco como co-fator (Gilmour e Perry, 2009), a AC torna-se susceptivel a presenca de metais que

estejam fora do contexto homeostatico (Lindskog, 1997), sendo o Pb um dos metais com maior



O 00 N O U B~ W N

W W N N N N N N N N NN P P P P P P P p p p
, O W 00 N O U1 A W N P O W 0O N O 1 B W N P O

76

capacidade de interagdo com a AC, atras, apenas, do aluminio e do cobre (Ceyhun et al., 2011). Como
consequéncia da reducdo da atividade da AC, pode haver um decréscimo na excrecdo de H,
favorecendo, ainda mais a absor¢do de Pb, uma vez que a presenca de H' produz um efeito protetor
para o tecido branquial frente ao contato com metais (Playle, 1998).

AlteragGes na atividade da AC frequentemente vem acompanhadas de interferéncia nas
concentracdes de ions plasmaticos e na osmolaridade, contudo, pode ndo ser a Unica causa para tais
distlrbios (Evans, 1987; Bury e Wood, 1999; Rogers et al., 2005). Da mesma forma que a AC, estudos
demonstraram que a exposicao de teledsteos de dgua doce ao Pb pode resultar em inibicdo da atividade
da NKA (Ay et al., 1999; Rogers et al., 2003, 2005; Atli e Canli, 2007; de la Torre et al., 2007; Ribeiro et
al.,, 2014). A NKA é responsdvel pela geracdo do gradiente eletroquimico que favorece a entrada de
Na‘'pela membrana apical, e a reducgdo de sua atividade deve resultar em altera¢cdes na concentrac3o
deste ion (Ahern e Morris, 1999; Rogers et al., 2003, 2005; Ribeiro et al., 2014). Apesar de uma reducdo
significativa na atividade desta enzima branquial sé ser apontada pelo teste estatistico apds 6 h de
exposicao ao Pb, em todos os demais tempos é possivel visualizar uma tendéncia de reducdo de sua
atividade. Este efeito também é verificado para o cobre, o zinco o cromo, a prata e o cddmio nas
branquias de O. niloticus (Atli e Canli, 2011a, b), mostrando um marcante efeito inibitério de metais
sobre esta enzima. A reduc3o provocada por metais na atividade de ATPases, como a bomba de Na* e
K*, estd associada com a intera¢do do contaminante com grupamentos funcionais como carboxil (Ong e
Lee, 1980) e sulfidril (Castro-Gonzales, 2008; UNEP, 2010), impedindo a ligacdo da molécula de ATP ao
sitio catalitico da enzima. E esta pode ser outra razdo para a retencdo de Pb neste tecido, como sera
discutido no capitulo VI.

Porém, muito mais do que a interacdo com a NKA, os maiores responsaveis pela retencdo de Pb
no tecido branquial sdo os transportadores envolvidos com a regulacdo de Ca”', ja que estes dois cations
atuam como antagonistas (Alves et al., 2006; UNEP, 2010; Mager, 2012). Os canais de Ca”" localizados na
membrana apical das CRM (Perry, 1997; Hirose et al., 2003) sdo utilizados como porta de entrada para o
Pb, que compete com os ions Ca>* pela absorcdo (Rogers e Wood, 2004), e acaba por inibir a passagem
deste ion por competicdo (Mager, 2012; Alsop e Wood, 2011). Por outro lado, apds penetrar a CRM o Pb
pode se dirigir para o plasma através de trocadores Na‘/Ca’* ou da bomba de Ca®*, ancorados na
membrana basolateral (Mager, 2012). Estes eventos sdo apontados como os principais responsaveis
pela reducdo de Ca” encontrada em teledsteos expostos ao Pb (Rogers et al., 2003; Alves e Wood, 2006;

Alsop e Wood, 2011; Mager, 2012; Ribeiro et al., 2014), incluindo este trabalho.
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O rim posterior exerce, ao lado das branquias, importante papel na hiperregulacao e equilibrio
acido-base em teledsteos de agua doce (Hickman e Trump, 1969; Perry et al., 2003; Gilmour e Perry,
2009). Mas ao contrario das branquias, o rim, que nao dispée de amplo contato com o meio externo,
apresenta uma menor sensibilidade as variagdes do ambiente (Heisler, 1993). Porém, sua alta
vasculariza¢do torna-o alvo de contaminantes capazes de penetrar na circulagdo sistémica (Alves et al.,
2006), deixando canais, trocadores e enzimas suscetiveis ao xenobidtico. Dentre as enzimas analisadas
no rim posterior de P. lineatus, a mais claramente atingida pelo Pb foi a AC, que a partir da 62 h de
exposicdo apresentou reducbes que variaram de 20 a 75% em comparacdo a seus CTR. Mela et al.
(2013) demonstraram que o cobre é capaz de inibir a atividade da AC nas branquias, mas ndo no rim, e
ao contrario, a atividade da AC renal dos animais expostos ao metal aumentou como mecanismo
compensatorio no equilibrio acido-base. Neste trabalho, por outro lado, os resultados para a atividade
da AC do tecido renal mostram, a partir na 22 hora de exposicdo, um indicio de inibicdo. A funcao
primordial da AC renal é a atuar na regulacdo do pH através da reabsorcdo de HCO; nos tubulos
proximais (Perry et al., 2003; Perry e Gilmour, 2006), complementando o balanco acido-base realizado
pelas branquias. Contudo, sua inibi¢io é capaz de refletir na reabsorc3do tubular de Na*, K" e CI" (Hickman
e Trump, 1969), prejudicando o balanco osmoidnico. As analises das concentracdes desses ions no
plasma indicam que, a principio, apenas o Na" sofreu reflexo dessa inibi¢do, podendo, o K" e o CI" serem
regulados por outros mecanismos, ja que ha uma diversidade muito grande de mecanismos de
regulacdo acido-base em peixes (Marshall e Grosell, 2006).

Outro parametro importante para a manutencdo do equilibrio acido-base exercido pelo rim é a
presenca da bomba de préton na membrana apical das células com borda em escova dos tubulos
proximais (Perry e Fryer, 1997). A atividade da H'-ATPase renal de P. lineatus aumentou de 56 a 156%
nos tempos de 6 e 24 h, respectivamente, apds a exposicdo ao Pb. Em condi¢Ges normais, a regulacdo
acido-base é exercida prioritariamente pelas branquias através da excre¢do de H', com o rim exercendo
um papel auxiliar, reabsorvendo o HCO;™ que é filtrado pelo glomérulo (Perry et al., 2003; Gilmour e
Perry, 2009). Entretanto, situagdes que propiciem desajustes no pH sanguineo, proporcionam uma
maior express3o de H'-ATPase renal, sugerindo seu envolvimento com a recaptacdo do HCO; (Perry e
Fryer, 1997; Perry et al.,, 2003). Além disso, a inibicdo da atividade da AC renal a partir de 6 h de
exposicdo de P. lineatus ao Pb pode causar um prejuizo da regulagdo acido-base impedindo a
reabsorcdo tubular deste anion. Desta forma, a ativacdo da H'-ATPase viria contribuir para a compensar
esta perda (Perry e Gilmour, 2006), e o prejuizo na regulacdo acido-base. Contudo, da mesma forma que

acontece nas branquias dos teledsteos dulcicolas (Hirose et al., 2003; Evans, 2008), os resultados desse
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trabalho sugerem o envolvimento da H*-ATPase renal também na regulagdo do Na* plasmatico, visto
gue, apds o aumento de sua atividade em 24 h, houve um restabelecimento da natremia.

A principal forca motriz para a reabsorc¢3o tubular de Na* esta na presenca da NKA na membrana
basolateral das células dos tubulos renais (Hickman e Trump, 1969; Marshal e Grosel, 2005). O rim é um
dos 6rgdos mais facilmente prejudicados quanto a reducdo da atividade da NKA frente a exposicdo
aguda a contaminantes aquaticos (Agrahari e Gopal, 2008; Afsar et al., 2012; Saglan et al., 2013). Os
metais s30, reconhecidamente, os xenobidticos com maior atuacdo sobre a atividade da bomba de Na* e
K*, contudo, a resposta ao contaminante varia de acordo com o érg3o (Alves e Wood, 2006; Afsar et al.,
2012; Kulac et al.,, 2013), o tempo de exposicdo (Nascimento et al.,, 2012; Kulac et al., 2013), as
condi¢cbes ambientais (Alves e Wood, 2006; Kulac et al., 2013; Saglan et al., 2013), a concentragdo
(Rogers et al., 2005; Kulac et al., 2013) e a espécie metalica (Saglan et al., 2013). Enquanto o cadmio é
capaz de reduzir a atividade da NKA no rim, a presenca de prata provoca um aumento apds exposicao
aguda (Atli e Canli, 2011b). Porém, o Pb é comprovadamente um inibidor da atividade desta enzima
(Mager, 2012), e sua interferéncia no tecido renal ja foi atestada por alguns trabalhos (Patel et al., 2006;
Afsar et al., 2012). Desta feita, a reducdo da atividade renal de NKA nos animais expostos ao Pb vem
somar com os demais trabalhos na area, acrescentando que a interferéncia, que, aparentemente, se
inicia ja na 12 hora de exposi¢do ao metal, torna-se efetiva ao final do primeiro dia.

A reducdo na atividade das enzimas osmorregulatérias verificadas no tecido renal em
decorréncia da exposicdo ao Pb pode ter origem na alta concentracdo deste metal encontrada neste
tecido, descrita no capitulo IV. A chegada do Pb ao rim justifica-se pela tentativa de eliminagdo deste
metal pela via urinaria (Patel et al., 2006; Palaniappan et al., 2009), porém, assim como ocorre nas
branquias, acredita-se que os maiores responsaveis para que o Pb fique ali retido sejam os canais,
trocadores e enzimas relacionados com o transporte de Ca’* (Alves et al., 2006). Desta forma, a
presenca de Pb no rim posterior impede a reabsor¢do tubular do Ca®*, provocando um aumento na
excrecdo desse ion, com consequente redugdo dos indices calcémicos (Patel et al., 2006), como
registrado para P. lineatus. A Ca**-ATPase respondeu ao Cd, Cr e Ag da mesma maneira, com reducéo da
sua atividade em mais de 50% no rim e nas branquias (Atli e Canli, 2011b). Porém, estudos sugerem que
o rim de peixes expostos ao Cd possa responder de forma compensatdria em relagdo a hipocalcemia
(Choudhury e Wood, 2007).

Os resultados deste trabalho mostram que as alteragdes nas atividades das enzimas
osmorregulatdrias nas branquias e no rim posterior constituem a principal causa dos disturbios i6nicos

em decorréncia da toxicidade fisioldgica do Pb para P. lineatus. No entanto, estes resultados ainda sdo
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inconclusivos a respeito dos mecanismos de toxicidade do Pb para a desregulacdo dos ions plasmaticos.
Porém, é possivel afirmar que os desajustes na homeostase eletrolitica derivam tanto de interferéncias
do metal sobre atividades enzimaticas branquiais, como renais, sendo este ultimo tecido, o mais

sensivel.
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Capitulo VI: Pardmetros morfofuncionais e acumulo de chumbo nas brdnquias de Prochilodus lineatus ao

longo das primeiras 24 horas de exposicdo ao metal

Nesta secdo estdao descritos os experimentos, resultados e discussao referentes ao acimulo de chumbo
(Pb), conteddo de metalotioneinas e as alteragdes morfoldgicas promovidas pela exposi¢do ao chumbo
nas branquias de P. lineatus avaliadas por meio de andlises histopatoldgicas, imunohistoquimicas, e

ultraestruturais.

VI. 1 Material e métodos

Os protocolos utilizados neste capitulo para analise da concentracdo tecidual de chumbo e do
contetdo de proteinas semelhante a metalotioneinas (PSMT) nos filamentos branquiais seguem as

descri¢cdes encontradas nos tdpicos a e d, respectivamente, localizadas na se¢do 1 do capitulo IV.

a. Analises histopatoldgicas

Para as andlises histopatoldgicas o segundo arco branquial (n = 6), separado nho momento da
amostragem, foi fixado em Bouin (4-5 h), conservado em alcool 70%, e processado segundo protocolo
histolégico de rotina passando por processos de desidratacdo alcodlica, diafanizacdo em xilol e inclusdo
em parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo manual (American Optical, 820) para montagem
das laminas com 5 um de espessura, que foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e analisadas em
microscopio de luz (Zeiss, Primo Star, Alemanha) com uma camera acoplada (Zeiss, AxiocamERc 5S,
Alemanha) e um sistema computacional de andlise e captura de imagens (Zeiss, AxioVision 4.8,
Alemanha). A avaliagdo semi-quantitativa das alteragGes histolégicas branquiais baseou-se na
severidade de cada lesdo, segundo critério estabelecido por Poleksi¢ e Mitrovi¢-TutundZi¢ (1994),
fornecendo o Indice de Alteracdo Histoldgica (IAH). A andlise avalia progressivamente o grau de
comprometimento da funcionalidade do drgdo da seguinte forma: alteragGes de estagio |, que ndo
comprometem o funcionamento do tecido; de estagio Il, mais severas e que prejudicam o

funcionamento normal do drgdo; e de estagio Ill, muito severas e irreversiveis. Para o calculo do IAH de

cada animal utilizou-se a seguinte formula: IAH = 10°Y1 + 10™311 + 10°3111, de modo que |, Il e 1l

correspondem ao numero de alteracGes de estagio |, Il e lll, respectivamente. A classificacdo do prejuizo

funcional do tecido foi estabelecida segundo o valor obtido para o IAH da seguinte forma: 0 a 10 —
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funcionamento normal do érgdo; 11 a 20 — danos de leves a moderados; 21 a 50 — danos de moderados

a severos; 51 a 100 — danos muito severos; > 100 — danos irreparaveis.

b. Densidade de células ricas em mitocondrias (CRM)

A partir dos mesmos blocos confeccionados para as andlises histopatolégicas, foram montadas
laminas com cortes sagitais de 8 um de espessura, para processo de marcacao imunohistoquimica para
Na“/K'-ATPase (NKA) de acordo com o protocolo descrito por Dang et al. (2000a). Para tanto, as laminas
foram incubadas com anticorpo monoclonal de rato especifico para NKA (IgGa5, Development Studies
Hydrioma Bank, Universityof lowa, USA) e anticorpo secunddrio Goat anti-mouse lg peroxidase
conjugated (GAMPO) e coradas com diaminobenzidine (DAB-Ni) em tampao tris-salino, contendo H,0,
(0,03%), posteriormente, foram desidratados e cobertas com laminulas. As laminas foram analisadas
através de microscopia de luz utilizando os mesmos equipamentos usados para as andlises
histopatoldgicas. Foi feita a contagem de CRM distribuidas por area de tecido (mm?) ao longo de 10
lamelas selecionadas aleatoriamente, distinguindo sua localizacdo (lamela e filamento) e a intensidade
de coloragdo (clara e escura), que indica baixa atividade da NKA. A drea tecidual foi mensurada através
de programa computacional (Zeiss, AxioVision 4.8, Alemanha), para a expressdo dos resultados (média +
EP) em numero de células por mm? de filamento ou lamela. A proporc¢do de células claras nas branquias
também foi calculada e expressa em porcentagem do numero total de CRM. Para cada animal foram

contadas cinco areas em cinco cortes histoldgicos distintos.

c. Microscopia eletr6nica de varredura e microanalise

O segundo arco branquial de um animal de cada tratamento foi fixado em solugdo de
glutaraldeido 3% e paraformaldeido 2%, diluida em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,3), por 24 h, e depois
mantido em solugdo de glutaraldeido 0,5% (4° C) até o processamento. Os arcos foram lavados com
glicerol 16% por 16 h para a retirada do muco e cortados em segmentos de trés a quatro filamentos. Um
segmento foi fixado com tetréxido de d6smio diluido em tampdo fosfato (1%), desidratado em série
alcodlica e seco ao ponto critico com CO, (Bal-Tec CPD-030). Os segmentos do arco foram fixados no
porta-amostras com fita de carbono, cobertos com ouro por sputtering (BalTec SCD 050 Sputter Coater)

e observados e fotografados em microscépio eletrénico de varredura (Quanta 200, FEI Company),
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operando com voltagem de 30 kV e distancia de trabalho entre 10,8 e 13,3 mm. Outro arco branquial foi
criofraturado com nitrogénio liquido e passou pelos mesmos processos de desidratacdo e secagem,
exceto pela etapa de fixacdo com ésmio. Os fragmentos de branquia resultantes da criofratura foram
posicionados no porta-amostras com fita de carbono em diferentes posicdes, observando também
fragmentos com a area de fratura paralela ao suporte, permitindo assim a avaliagdo das regides interna
e externa do tecido. Os fragmentos receberam cobertura de carbono (Bal-Tec SCD 050) para analise
qualitativa dos elementos quimicos presentes nas diferentes dreas das amostras por espectroscopia de
dispersdao de energia (EDS), utilizando-se um espectrémetro de raio-x por energia dispersiva (Inca X-

Sight, Oxford), nas mesmas distancia trabalho e voltagem.

d. Analises estatisticas

Os resultados para PSMT foram expressos em porcentagem de seu respectivo CTR e para cada
tempo experimental (1, 2, 3, 6, 12 e 24 h) os resultados dos grupos CTR e Pb foram comparados entre si
usando o teste t (paramétrico) ou Mann-Whitney (ndo-paramétrico) e os resultados obtidos para o
grupo Pb, nos diferentes tempo experimentais, foram comparados entre si por ANOVA (one-way). Os
resultados de concentragao de Pb nas branquias, de IAH e densidade de CRM obtidos para os grupos
CTR dos diferentes tempos experimentais foram agrupados, ja que nao foram constatadas diferencgas
significativas entre eles (ANOVA, p < 0,05). Dependendo do caso, as diferencgas entre o grupo CTR e os
grupos Pb, nos diferentes periodos experimentais, foram analisadas por ANOVA, seguida pelo teste de
comparag¢oes multiplas ou as diferengas entre cada grupo Pb e o grupo CTR foram analisados por meio
de teste t ou Mann-Whitney. O uso da estatistica paramétrica ou ndo paramétrica foi definido
dependendo da distribuicdo dos dados (normalidade e homogeneidade de variancia). Foram

considerados significativos valores de p < 0,05.
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VI. 2 Resultados

Concentragéo de chumbo nas brénquias

Os resultados das andlises da concentracdo de chumbo no tecido branquial indicaram que os
animais CTR apresentaram uma concentra¢do média de chumbo de 117 + 27 pg Pb.g tecido seco™ (Fig.
VI.1). E ja na primeira hora, o chumbo nas branquias dos animais expostos ao metal foi 100% maior do
que daqueles que ficaram na dgua sem chumbo. Este valor cresceu proporcionalmente em relagcdo ao
tempo de exposicdo, e os peixes expostos ao Pb por 6 h apresentaram 6 vezes mais chumbo nas
branquias do que o CTR e apds 24 h de exposi¢cdo a concentragdo de Pb nas branquias atingiu a média
de 2.486 + 493 pg Pb.g de tecido seco™, ou seja, 21 vezes maior que o CTR. A anélise estatistica mostrou

gue a concentracdo de chumbo nas branquias aumentou de forma tempo-dependente.
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8 c
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Figura VI.1. Acimulo de chumbo (média * EP) nas branquias de P. Lineatus expostos apenas a agua
(CTR) ou ao chumbo pelos tempos de 1, 2, 3, 6, 12 ou 24 h. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica entre os grupos (p < 0,05).

A aplicacdo da técnica de identificacdo de elementos nas branquias através da microandlise por
energia dispersiva de raio-x (EDS), somada a criofratura, permitiu distinguir a ocorréncia de chumbo
dentre as porg¢des internas e externas das branquias. Apesar de sua imprecisdo quanto a regido
branquial que se analisa, e de sua incapacidade de quantificar os elementos encontrados, a técnica

permitiu identificar a ocorréncia de chumbo, dentro dos limites detectaveis pelo aparelho, na area de
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Figura VI.2. Espectros obtidos por microandlise por raios-x ilustrando a presenga de Pb na regido superficial (A) ou
interna (B) das branquias de P. lineatus expostos ao metal. Foram detectados picos caracteristicos de C, K, Ca, O,
Na, P, S e Cl em todos os grupos, oriundos da fita de carbono, do fixador utilizado ou da constitui¢do do tecido
branquial. Picos de Pb foram observados nas branquias dos animais expostos ao metal a partir de 6 h de
exposicao (seta). Os grafico foram gerados a partir de amostras de branquias dos animais expostos ao Pb por 24 h.

fratura, a partir da 62 hora de experimentacdo, e seguintes (Fig. VI.2B). Da mesma forma, a analise da
superficie intacta do filamento, apontou a ocorréncia de chumbo de 6 horas de exposi¢do em diante
(Fig. VI.2A). Muito embora a técnica ndo seja capaz de realizar analises quantitativas, as propor¢ées dos
elementos mostrados através de graficos indicam que a quantidade de chumbo encontrado tanto na
area interna, quanto na externa, cresceu com o decorrer do tempo de exposi¢do. Ainda foi possivel

verificar comparativamente, que apds 24 h de exposi¢do ao chumbo a quantidade de metal encontrada

N o A WwN R

na superficie apical das células epiteliais € maior do que no interior do tecido.

9 Proteinas semelhantes a metalotioneinas

10 A andlise do conteddo de PSMT (Fig. VI.3) no tecido branquial de P. lineatus durante 24 h de
11 exposicdo ao chumbo mostrou um aumento significativo de quase 70% na concentragdo dessas

12 proteinas apds a 32 h de experimento, em relacdo aos animais que ficaram expostos somente a agua
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pelo mesmo periodo. Este aumento persistiu nos periodos posteriores, e atingiu quase 240% da

concentracdo de PSMT do CTR apds 12 h de exposicdao ao Pb e manteve o dobro do valor do CTR no
tempo seguinte.
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Figura VI.3. Variacdo (porcentagem do CTR + EP) do conteudo de proteinas semelhantes a metalotioneinas
(PSMT) nas branquias de P. lineatus expostos ao chumbo por 1, 2, 3, 6, 12 ou 24 h. * indica diferenca significativa
em relagdo ao CTR (100%). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,05).

Histopatologia

A anidlise histoldgica de branquias de P. lineatus do grupo CTR mostrou a histologia normal deste
6rgao, com um grande numero de filamentos alinhados sustentados por estruturas cartilaginosas, uma
grande populagdo de células indiferenciadas na regido interior e células achatadas, denominadas células
pavimentosas (CPV) recobrindo o exterior, e a presenca de células mucosas e células ricas em
mitocondrias (CRM) distribuidas espacadamente ao longo do filamento. Inimeras lamelas partem
bilateralmente de cada filamento, formadas por CPV achatadas e de nucleo ovalado, que sdo unidas e
sustentadas por células pilares, formando canais de circulacdo sanguinea. Estes canais apresentam
tamanho relativamente constante, por onde circulam as células sanguineas (Fig. VI.4A).

N&o houve diferenca entre os tipos de alteracGes encontradas em cada tratamento, porém foi
observada uma maior frequéncia de algumas delas na condi¢do experimental em comparacdo ao CTR. A
alteragcdo mais freqliente observada nos vasos sanguineos nos animais CTR foi a congestao vascular (Fig.

V1.4B), caracterizada pela presenca simultanea de um grande nimero de células sanguineas no canal
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Figura VI.4. Fotomicrografias de branquias de P.
lineatus mostrando em A o aspecto normal das
células das lamelas (L) e dos filamentos (F), uma
célula rica em mitocéndria (cabeca de seta preta),
além do espaco interlamelar preservado (seta
dupla). Em B observa-se dilatacdo do canal
marginal acompanhada de congestdo vascular (seta
preta); em C hiperplasia da base das lamelas
(cabeca de seta branca) resultando em fusdo
parcial das lamelas (*); em D ocorréncia de células
cloreto nas lamelas (cabeca de seta preta) e em E
fusdo total de algumas lamelas (estrela).
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marginal. Ja dentre as alteracdes epiteliais, a mais frequentemente encontrada foi a hiperplasia na base
das lamelas (Fig. VI.4C), caracterizada pela proliferacdo das células do filamento, privando os primeiros
canais sanguineos do contato com a agua. Ja para os animais expostos ao chumbo, a hiperplasia na base
das lamelas e a hiperplasia das lamelas (Fig. VI.4C e D) foram as alteragGes epiteliais mais frequentes, a
primeira ja descrita anteriormente, e a segunda, caracterizada pela proliferacdo de células ao longo das
lamelas, provocando um aumento da distancia de difusdo entre a 4gua e o sangue. Por outro lado, nos
vasos sanguineos, a dilatagdo no canal marginal foi a alteragdo mais comum, onde o capilar mais distal
da lamela apresenta a luz maior do que os demais capilares (Fig. VI.4E), podendo ou ndo ser
acompanhado de congestdo vascular. Outras alteracGes epiteliais e de vasos sanguineos encontradas
em uma menor frequéncia estdo descritas na Tabela VI.1 e classificadas segundo seu estagio de
severidade. Os valores do IAH (Fig. VI.5) de P. lineatus expostos ao chumbo ficaram entre 1,4 a 2 vezes
maior do que a média dos CTR (média CTR: 1,65 * 0,32) e em todos os tempo foram significativamente
maiores que o CTR (p: 1 h = 0,023, 2 h = 0,005, 3 h = 0,050, 6 h = 0,003, 12 h < 0,001, 24 h = 0,005).
Entretanto, esses valores de IAH ndo ultrapassaram 4, sendo classificados como baixo grau de

severidade, sem prejuizo funcional para o 6rgao.

Tabela VI.1. Principais alteragdes histoldgicas encontradas nas branquias de P. lineatus expostos ao chumbo

durante 1, 2, 3, 6, 12 e 24h, e seus respectivos estagios de severidade.

Alteragoes histoldgicas branquiais Estagio
Dilatagao do canal marginal I
Congestao vascular I
Adelgagamento do epitélio I
Hipertrofia de células epiteliais I
Hiperplasia da base da lamela I
Hiperplasia da lamela I
I
I
I

Eleva¢ao da lamela secundaria
Fusao parcial das lamelas
Fusao completa de algumas lamelas
Aneurisma Il
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Figura VI.5. indice de alteracdes histoldgicas (IAH) calculado (média * EP) para as branquias de P. lineatus
expostos somente a agua (CTR) ou ao chumbo pelos tempos de 1, 2, 3,6, 12 e 24 h. * indica diferenga
estatistica em relacdo ao grupo CTR (p < 0,05).

Ultra-estrutura branquial

Os filamentos branquiais de P. lineatus sdo recobertos por células epiteliais com limites bem
definidos, cuja membrana plasmatica apical apresenta evaginacdes dispersas assimetricamente de
forma pontual ou linear concéntrica, formando uma rede de microcristas com aparente fungao de
retengdo de muco (Fig. VI.6A), tanto nas regiGes desprovidas de lamelas, quanto na regido interlamelar.
Todavia, nas branquias dos animais que ficaram expostos ao chumbo, a partir de 2 h a quantidade e o
comprimento das microcristas apresentaram um ligeiro aumento e sua espessura também aumentou

em 12 e 24 h (Fig. VI.6D).

As lamelas branquiais apresentam-se como dobras do epitélio branquial que elevam-se em mais
de uma altura em relagdo ao filamento, formando quase um angulo reto. Elas sdo predominantemente
recobertas pelo mesmo tipo de célula presente no filamento, nestas, porém, estdo ausentes as
microcristas, sendo possivel identificar eleva¢des pontuais de formato arredondado, chamadas
microvilosidades (Fig. VI.6B). Tais estruturas apresentaram-se mais pontiagudas nos animais que ficaram

expostos ao chumbo por 12 ou 24 h (Fig. VI.6D).

As células ricas em mitocondrias (CRM) nas branquias dos animais CTR sdo encontradas
preferencialmente nos filamentos, sendo possivel identificar um pequeno ndimero presente nas lamelas
(Fig. VI.6A), estas células apresentam formato achatado, podendo ser encontradas alojadas em

pequenas depressdes com reduzida por¢cao de sua membrana apical exposta. As CRM sdo ladeadas por



Figura VI.6. Eletromicrografias representativas de filamentos (F) branquiais de P. lineatus, no ponto de insergéo das
lamelas (L). Em um exemplar do grupo CTR (A) nota-se a presenga de microcristas pontuais nas células

pavimentosas dos filamentos (pvF), célula mucosa (seta preta) e células ricas em mitocondrias (cabeca de seta
branca) principalmente no filamento. Os animais expostos ao chumbo por 2 h (B) apresentaram um padrdo mais
complexo de microcristas nas células pavimentosas nos filamentos (pvF) e auséncia de alteracdo nas lamelas (pvL).
Apds 3 h de exposicdo ao chumbo (C) foi possivel observar o aumento de células ricas em mitocondrias (cabeca de
seta preta) nas lamelas. Os peixes expostos ao chumbo por 24 h (D) apresentaram um espessamento das
microcristas das células pavimentosas no filamento (circulo) e microvilosidades nas células pavimentosas das
lamelas com formato pontiagudo (*). Para maior clareza das imagens somente algumas células foram rotuladas.
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algumas células epiteliais pavimentosas que as recobrem em grande parte, permitindo regular a area de
contato com o ambiente externo. Na membrana apical das CRM sdo visualizados um grande ndmero de
invaginacdes conferindo a elas a aparéncia de esponja. Esse tipo celular distribui-se ao longo de todo o
filamento, com excecdo da porcao exterior desprovida de lamelas, onde suas aparicdes sdo raras. A
partir da 32 hora de exposi¢ao ao chumbo foi identificado um aumento da frequéncia desse tipo celular
nas lamelas. Estas células apresentaram um formato mais arredondado, destacando-se da superficie em
comparagdo aos demais tipos celulares (Fig. VI.6C). Um terceiro tipo celular identificado foi a célula
mucosa (Fig. VI.6A). Estas células se localizam na drea dos filamentos desprovida de lamelas e
apresentam formato conico, elevando-se do epitélio com uma grande abertura, através da qual ndo é
possivel visualizar seu interior. Embora o local de maior abundancia desse tipo celular seja a regido
exterior dos filamentos, algumas ocorréncias de células mucosas foram verificadas na regido medial.
Visualmente ndao foram verificadas alteracdes na morfologia, densidade ou distribuicio deste tipo

celular.

Células ricas em mitocéndrias (CRM)

A técnica de imunohistoquimica para NKA permitiu identificar a ocorréncia de um grande
numero de CRM na darea do filamento desprovida de lamelas, como pdde ser verificado através da MEV.
Contudo, para a analise de densidade celular discutida neste trabalho, foram consideradas apenas as
CRM presentes nas areas onde as lamelas estdo presentes. As células ricas em mitocondrias nas
branquias de P. lineatus apresentam-se tipicamente na regido interlamelar dos filamentos, com
ocorréncias menos freqliente nas lamelas (Fig. VI.7A), com uma proporgao de aproximadamente de 75%
do total de células distribuidas ao longo dos filamentos nos animais que ndo foram expostos ao chumbo.
Porém, com a exposicdo ao Pb, verificou-se uma altera¢do na proporgdo de CRM entre as lamelas e os
filamentos (Fig. VI.7B), em todos os tempos experimentais. A analise do nimero absoluto, em relagdo a
area de tecido, mostrou uma reduc¢do gradual no nimero de CRM nos filamentos ao longo de todo o
experimento, partindo de uma média de 3285 + 184 células nos CTR, para 2039 + 694 cc.um™ apds 24 h
de exposicdo ao Pb, sendo que diferenga significativa foi verificada a partir da 32 hora de
experimentagdo (p: 3 h = 0,018, 6 h = 0,050, 12 h = 0,043, 24 h = 0,025) (Fig. VI.8A). Além disso, ja na
primeira hora de exposi¢dao houve uma redugdo na proporgao de CRM nos filamentos, que passaram de
55% para 41% em 3 h de exposicdo ao metal (Fig. VI.8B). Simultaneamente, o nimero de CRM nas

lamelas (média CTR 1.399 cc.um™) aumentou em média 70% em relagdo ao CTR nos tempos de 1 (p <



Distribuicdo de CRM

: T‘:‘ .. -
S L ry TV

N . | A A
Y"F )‘v \.\

b - L X -t L.

Figura VI.7. Localizagdo imunohistoquimica da enzima Na*/K'-ATPase nas células ricas em mitocéndrias (CRM) de P.
lineatus dos aqudrios CTR (A) ou expostos ao Pb por 24 h (B). Nota-se um predominio de células que apresentam
forte imunoreatividade para Na'/K'-ATPase (seta preta), e algumas células fracamente coradas (cabeca de seta).

Verifica-se um aumento no numero de CRM nas lamelas dos peixes expostos ao Pb. Para maior clareza das imagens

somente algumas células foram indicadas.
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0,001), 2 (p = 0,002), 3 (p < 0,001), 6 (p = 0.003) e 24 (p = 0,003) horas (Fig. VI.8A). Além disso, foi
observado, por meio da diferenca de coloracdo, que aproximadamente 18% das células apresentavam
coloragdo mais clara nos animais CTR (Fig. VI.8B) e constatou-se um aumento na proporc¢do de CRM
claras (Fig. VI.8B) a partir de 6 h de experimento (p: 6 h = 0,002, 12 h = 0,020, 24 h = 0,017), quando
estas passaram a representar cerca de 25% do total de células. Porém, a distribuicdo de células claras
permaneceu inalterada ao longo do tempo, em média 60% nos filamentos e 40% nas lamelas (dados ndo

mostrados).

VI. 3 Discussao

A proposta deste trabalho foi identificar a ocorréncia de alteragdes morfoldgicas branquiais
dentro de 24 horas em P. lineatus apds a exposicdo ao Pb. A concentracdo de Pb utilizada neste
experimento correspondeu a 70% da concentragao encontrada por Yabe e Oliveira (1998) na bacia do
ribeirdo Cambé (Londrina — PR, Brasil), onde também ja foram verificadas altas concentra¢cdes do metal
associada ao sedimento (Almeida et al., 2005). Gragas as caracteristicas da agua utilizada para os testes
toxicoldgicos, como dureza e a concentracdo de carbono orgadnico baixas, que sdo parametros
importantes para a disponibilizagdo do metal (Paquim et al.,, 2002), o chumbo que permaneceu
dissolvido corresponde, em média, a 85% do chumbo total adicionado. Tal concentragado ja foi testada
para esta espécie de teledsteo por Ribeiro et al. (2014), que, no decorrer de 96 h de exposicdo, além de
verificarem altera¢des de ordem osmorregulatdrias e metabdlicas, também reportaram alteragao na
distribuicdo das CRM branquiais, e acimulo de chumbo acentuado neste tecido. Além disso, outro
trabalho do mesmo grupo (Monteiro et al.,, 2011), também reportou efeitos genotodxicos desta
concentracdo de chumbo para as branquias e outros tecidos, e o aumento do conteido de
metalotioneinas (MT) no tecido hepatico. Por fim, as alteracGes histoldgicas branquiais dose-
dependente também ja foram reportadas para P. lineatus apds 96 horas de exposi¢do ao Pb (Martinez

et al., 2004).

A concentracdo total de metais na 4gua ndo representa os reais riscos para a saude da biota,
uma vez que a porcdo dissolvida destes elementos é que fica biodisponivel. Metais dissolvidos estdo
sujeitos a precipitacdo, adsor¢do e absorcdo, estes fendmenos fazem com que sua concentragdo e
disponibilidade se reduza ao longo do tempo (Paquim et al., 2002), mas o experimento de 24 horas, ndo

demonstrou ser tempo suficiente para se observar esta diminuicdo. Apesar disso, pode-se afirmar que a
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absorcao pela biota ocorreu, uma vez que, a andlise do tecido branquial por espectrofotometria de
absorcao atOmica, apontou para a presenca de concentracdes elevadas de chumbo desde a primeira
hora de exposicdo. Orgdos que estdo diretamente em contato com o poluente tendem a apresentar
grandes concentracGes de metal apds curto periodo de exposicdo (Alves e Wood, 2006; Suicmez et al.,
2006; Palaniappan et al., 2008; Mager, 2012), justificando o rapido e acentuado aumento de Pb
encontrado nas branquias de P. lineatus que tiveram contado com este contaminante. Estudos
envolvendo espécies de teledsteos de regido temperada demonstraram que as branquias sdo um dos
drgdaos com maior acumulo de metal apds exposicdo curta (Ay et al., 1999; Rogers et al., 2003; Suicmez
et al., 2006; Huang et al., 2007), além disso, Lombardi et al. (2010) estudando P. lineatus residentes de
areas contaminadas, encontraram concentragdes de chumbo consideraveis, demonstrando que, mesmo

apos exposicdo cronica, este tecido permanece alvo do metal.

As branquias sdo importantes como porta de entrada para contaminantes presentes na agua
(Vinodhini e Narayanan, 2008; Palaniappan et al., 2009; Mager, 2012), e, consequentemente, o primeiro
orgdo capaz de reter metais em peixes de agua doce (Rogers e Wood, 2004; Rogers et al., 2003; 2005;
Grosell et al., 2006; Spokas et al., 2006), destacando-se como bons indicadores de qualidade de agua
(Palaniappan et al., 2009). O grupo de Tao (1999) descreveu que para penetrar nas células branquiais, o
chumbo dissolvido na dgua adere ao muco, que é produzido com o intuito de criar uma barreira de
protecdo para a entrada de contaminantes (Dang et al., 1999, Cicik et al., 2004), e dali entra nas células
através de proteinas transportadoras ou por processos fagociticos. Desta forma, o aumento da
concentracdo de chumbo nas branquias pode ser reflexo de uma maior producdo de muco no tecido
branquial (Palaniappan et al., 2009; Mager, 2012). Além disso, a funcdo excretora da branquia cria um
microambiente com pH propicio para que o chumbo se dissocie de particulas as quais pode estar
aderido, tornando-se mais biodisponivel (Playle, 1998; Tao et al., 1999). Inimeros fatores contribuem
para o acumulo de chumbo gradual encontrado nas branquias de P. lineatus, uma vez que os agentes
responsaveis pelo transporte de ions possuem alta afinidade por este metal (Playle, 1998; Nussey et al.,
2000; Mager, 2012). As semelhancas quimicas entre o chumbo e o ion calcio, fazem deste primeiro um
forte competidor pelos canais responsaveis pela absor¢do do metal essencial (Rogers e Wood, 2003;
Alves e Wood, 2006; Alves et al., 2006; Mager, 2012), podendo, muitas vezes, prejudicar fungdes
dependentes das concentragdes ideais de calcio plasmatico. Apesar de os niveis de Pb aumentarem
gradualmente ao longo de todo o periodo de exposi¢ao, sabe-se que nem todo o metal que atravessa o

tecido branquial fica ali retido, uma vez que grandes quantidades deste poluente podem também ser
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encontradas em outros tecidos moles, e também no sangue (Mager, 2012; Ribeiro et al., 2014), como,

de fato, foi verificado e apresentado pelo capitulo IV deste trabalho.

0O aumento da concentracdao metalica em um tecido, geralmente é associado ao aumento de MT
(Cicik et al., 2004). Apesar de muitos pesquisadores defenderem o uso prioritario do tecido hepatico
para a quantificacdo de MT (Palaniappan et al., 2009; Creti et al., 2010; Mieiro et al., 2011), as branquias
de P. lineatus apresentaram-se bastante responsivas a presenca do chumbo. Alguns autores reportam
que as branquias ndo sdo o tecido ideal para quantificar MT (Hamza-Chaffai et al., 1997; Falfushynska e
Stoliar, 2009; Creti et al., 2010; Mieiro et al., 2011), entretanto, de Boeck e colaboradores (2010)
constataram que a sintese destas moléculas nas branquias frente a exposicdo ao cobre é muito
particular de cada espécie, e pode variar em fungdo do tempo de exposicdo. Os resultados encontrados
no presente estudo mostram que a sintese de PSMT nos filamentos branquiais de P. lineatus expostos
ao Pb, apresentou aumento significativo a partir da 32 hora de exposicao, elevando-se ainda mais nos
tempos subsequentes. O conteddo de MT nas branquias dos animais expostos ao Pb foi,
aproximadamente, o dobro em relacdo aos animais que ficaram somente na dgua desde a 62 hora de
exposicao, esta rdpida resposta das branquias pode estar no fato destas acumularem Pb desde o
primeiro contato com o mesmo.

Dang (1999) e Alvarado (2006 e 2007) e suas equipes descobriram, através da marcagdo
imunohistoquimica, que a maior parte da MT produzida pelas brdnquias de Scophthalmus maximus,
apods exposicdo a diferentes espécies metdlicas, é sintetizada pelas CRM. Somado a isso, Dang et al.
(1999) reporta que a expressdao de MT ocorre nos estagios iniciais de diferenciacdo celular no epitélio
branquial, e mantém-se expressa pelo resto do ciclo de vida da célula. Os resultados encontrados no
presente trabalho corroboram estes postulados, uma vez que a marcac¢do imunohistoquimica para NKA
indicou o processo de diferenciacdo das CRM. Assim sendo, especula-se que o aumento de PSMT
encontrado no tecido branquial dos peixes expostos ao metal esteja também relacionado a renovagao
na populagdo de CRM branquiais ou outros tipos celulares. Por fim, Alvarado et al. (2006) sugerem que
muitas metodologias aplicadas na andlise de MT sejam capazes de camuflar uma possivel elevagdo na
sintese desta proteina. Desta forma, embora a MT tenha sido eficaz para demonstrar efeitos do Pb nas
branquias do peixe a ele exposto, ndo se recomenda a sua aplicacdo isolada para estudos de
biomonitoramento (Campana et al., 2003; Mieiro et al., 2011), uma vez que muitos fatores podem
influenciar sua resposta.

A producdo de MT capacita esses animais a tolerar ambientes contaminados, uma vez que estas

proteinas sdo capazes de sequestrar o metal e tira-lo de circulacdo. A presenca de grupamentos
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sulfidrila, contendo um grande nimero de residuos de cisteina, que apresentam grande afinidade por
espécies metdlicas, permite as MT quelarem uma grande quantidade de ions metdlicos, essenciais ou
nao essenciais (Roesijadi, 1996; Van der Oost et al., 2003; Capdevila et al., 2012). Porém, estas proteinas
permanecem alojadas no interior de organelas celulares, sendo possivel, que, devido sua atuacdo, o
metal fique retido no meio intracelular, como foi verificado pelas analises de EDS, que identificou a
presenga de chumbo no interior do tecido branquial apds 6 h de exposicdo. O uso da técnica de
deteccdo de elementos em pequenas amostras, aliado a MEV, é defendido como ferramenta importante
e de grande potencial para estudos fisiolégicos e toxicoldgicos em branquias de peixes (Olson, 1996).

O fato de estar diretamente em contato com a agua e com os contaminantes nela presentes
obriga as branquias a apresentarem alguns sistemas de defesa, a fim de que a distancia de difusdo entre
0s xenobidticos e o sangue seja aumentada (Suicmez et al.,, 2006). Algumas vezes, essas defesas
representam “mds adaptacdes”, uma vez que também dificultam a passagem de oxigénio e ions
importantes a homeostase, podendo ocasionar desequilibrio osmoidnico (Martinez et al., 2004). Apesar
de se acreditar que as alteracdes histoldgicas ocorram apds exposicao aguda somente quando os niveis
de contaminantes forem altos suficientes, e que baixas concentracdes s sdo capazes de provocar
alteracGes em exposicdo cronica (Van der Oost, 2003), neste trabalho verificou-se que concentracdes
bem abaixo da Clsy (96 h) para P. lineatus (Martinez et al.,, 2004), sdo capazes de dar inicio a um
processo de anomalias no epitélio branquial nas primeiras horas, visto que, em qualquer tempo de
exposicdo ao chumbo, verificou-se um IAH maior do que na condi¢gdo CTR. Contudo, os valores de IAH
ainda apresentam-se abaixo de niveis considerados danosos a saude do animal, indicando as fungdes
branquiais que neste estagio ndo sofreram prejuizos inerentes.

Um levantamento feito por Mallat (1985) constatou que as alteragGes branquiais mais comuns
frente a exposicdo aguda a compostos irritantes ocorrem em ambito de epitélio, sendo as lesGes que
atingem os vasos, menos frequentes. Das anomalias epiteliais encontradas em P. lineatus expostos ao
Pb, as mais comuns foram hiperplasia do epitélio dos filamentos e lamelas, resultando em alguns casos,
em fusdo lamelar. Este conjunto de alteragGes estd entre as mais frequentemente reportadas para
teledsteos dulcicolas expostos a contaminantes (Mallat, 1985), e foram também encontradas por
Suicmez et al. (2006) para Oncorhynchus mykiss e por Martinez et al. (2004) para P. lineatus expostos a
concentragdes mais elevadas de chumbo. Porém, estes Ultimos autores reportaram, ainda, alteragGes
mais severas, que, comprovadamente, foram capazes de comprometer o bom funcionamento do érgao.

Experimentos in situ com a mesma espécie em trechos de um rio contaminado por efluentes domésticos
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e industriais, também provocaram altera¢des na morfologia das branquias, e outros tecidos, com maior
incidéncia de lesGes de primeiro estagio (Camargo e Martinez, 2007).

De forma semelhante, a exposicdo de P. scrofa (= lineatus) ao cobre por 96 h, culminou em
alteracdes severas do tecido branquial capazes de interferir nos processos de tomada i6nica e trocas de
gases (Mazon et al., 2002a, b). As alteracdes reportadas por este grupo de pesquisadores também foram
averiguadas por meio de andlise através de técnicas de microscopia eletronica de transmissdo e
varredura, que apontaram para uma grande incidéncia de processos necréticos e apoptéticos dentre as
CPV e CRM. Em contrapartida, a aplicacdo da técnica de imunohistoquimica para NKA permitiu verificar
gue ndo houve alteracdo no numero dessas células no epitélio branquial, sugerindo uma intensa
renovacdo desse tipo celular (Mazon et al., 2002a). A morte de CRM em branquias de P. lineatus
também foi descrita por Camargo e Martinez (2009) apds exposi¢cdo ao aluminio, em uma tentativa de
eliminacdo do metal nelas adsorvido. De forma semelhante, este trabalho mostrou, através da
marcac¢ao imunohistoquimica para NKA, que a exposicao de P. lineatus ao Pb ao longo de 24 h, parece
alterar as CRM branquiais quanto a sua distribuicao.

As CRM estdo localizadas tipicamente no epitélio do filamento, com poucas células presentes
nas lamelas (Laurent, 1984; Perry, 1997), porém sob condi¢des como liberagdo de cortisol, hormdnio do
crescimento, prolactina, ou exposi¢ao a dgua pobre em ions, pode ocorrer um aumento destas células
no epitélio das lamelas (Perry, 1997; Goss et al.,, 1998). Os resultados encontrados neste trabalho
sugerem que este aumento se deva a transferéncia de CRM diferenciadas da regido do filamento em
direcdo as lamelas, ja que um decaimento da densidade de CRM nos filamentos em detrimento de um
acréscimo desse tipo celular junto as lamelas foi observado desde as primeiras horas, sugerindo a
pronta migracdo de células entre estas regides da branquia. Em seu artigo de revisdo Hirose et al. (2003)
sugerem que as CRM que migram para as lamelas sdo células do tipo B, especializadas em absorcao,
uma vez que um dos estimulos para que esta migracdo ocorra é de ordem osmorregulatoria (Perry,
1997; Dang et al., 2000a), desordem esta que ja foi verificada para P. lineatus ao ser exposto ao Pb

(Martinez et al., 2004; Ribeiro et al., 2014).

Observou-se um grande nimero de células marcadas pela técnica imunohistoquimica para NKA
em P. lineatus expostos ao Pb localizadas na base dos filamentos, onde ocorre a diferenciacdo desse tipo
celular, assim como das demais células do epitélio branquial (Dang et al., 1999, 2000b). A priori, células
fracamente coradas por esta técnica sdo consideradas em processos necroéticos ou apoptoéticos (Dang et
al., 2000b). A contagem diferencial de células quanto a intensidade de coloracdo indicou que, a partir de

6 h de exposi¢cdo ao chumbo, ocorreu um aumento no percentual de células claras, de 16% para 25%,
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tanto nas lamelas quanto nos filamentos. Isso indica que as defesas exercidas pela MT e outros processo
bioquimicos ativados pela célula (Monteiro et al., 2011), foram incapazes de resguardar 100% dessas
células, chegando ao ponto de reduzir significativamente o nimero total de CRM nas branquias de P.
lineatus expostos por 12 h ao Pb. Concomitantemente, houve um aparente inicio de recuperagdo do
percentual de CRM localizadas no filamento, sugerindo o inicio do processo de diferencia¢do celular a

partir de células tronco localizadas na base dos filamentos.

Tal alteragdo, no entanto, ndo pode ser confirmada através da técnica de MEV, uma vez que, as
novas células formadas levam entre 2 e 5 dias para emergir até a superficie do filamento, e, a partir dali,
se movimentar em dire¢do as lamelas (Dang et al.,1999). Contudo, a identificacdo de um maior nimero
de CRM que se destacam das demais nas lamelas das branquias dos animais expostos ao Pb a partir de 3
h, reforca a ideia de migracao das células a partir do filamento. Outra observacdo proporcionada pela
MEV é decorrente da analise descritiva da ultraestrutura das células epiteliais da branquia, que permitiu
identificar o aumento em nimero e espessura das microcristas das CPV que recobrem o filamento apds
exposicao ao chumbo. Estas estruturas ja foram descritas por diversos autores com funcao de conferir
plasticidade a célula, permitindo distensdo da membrana (Olson, 1996), o aumento da superficie celular
funcional (Hughes e Wright, 1970; Lewis, 1979; Goss et al., 1998; Evans et al., 2005), e a retencdo de
muco (Hughes e Wright, 1970; Lewis, 1979; Olson, 1996). Em contato com poluentes, as CPV dos
filamentos branquiais apresentam uma resposta estereotipada de reducdo até o completo
desaparecimento das microcristas (Mallatt, 1985; Mazon et al., 2002a; Marcato et al., 2014), contudo, a
exposicdo a um herbicida induziu a proliferacdo destas estruturas em P. lineatus (Paulino et al., 2012),
no intuito de aumentar a retencdo de muco, contribuindo para a impermeabilidade tecidual. De forma
semelhante, as branquias dos animais expostos ao Pb, a partir de 2 h também apresentaram alteracGes
guanto a quantidade e comprimento das microcristas, sendo que, apds 12 h de exposi¢do ao chumbo,
foi identificado ainda o espessamento das mesmas. O tamanho e formato das microcristas podem ser
afetados pela salinidade, eletrdlitos e horménios (Olson, 1996), e o aumento da concentragdo de gas
carbénico sanguineo ou o aumento do cortisol plasmatico também sdo situacdes onde foi verificada a
multiplicacdo das microvilosidades na membrana apical das CPV (Goss et al., 1994). Desta forma, estas
alteragbes sugerem que o Pb esteja promovendo alteragdes internas que refletem rapidamente na

ultraestrutura das células branquiais no intuito de restabelecer a eficiéncia funcional do tecido.

As CPV correspondem a mais de 90% da superficie do filamento branquial (Goss et al., 1998;

Wilson e Laurent, 2002; Evans et al., 2005), e evidéncias sugerem o seu envolvimento na regulagdo
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acido-base (Goss et al., 1994; Goss et al., 1998; Wilson e Laurent, 2002) e hiperregulacdo de sddio (Goss
et al., 1998; Evans et al., 2005). Para que ocorra a captacdo deste ion, a célula se utiliza de um potencial
elétrico gerado pela eliminagdo de ions hidrogénio através da H'-ATPase tipo V apical (Evans et al.,
2005), mas quando as necessidades da célula suplantam a capacidade de transporte desses
transportadores, vesiculas localizadas logo abaixo da membrana fundem-se a mesma acrescentando
uma nova populacdo de dessas ATPases (Goss et al., 1998; Wilson e Laurent, 2002). Esta resposta
aumentaria as microcristas da superficie apical, uma vez que novos fragmentos de membrana sdo
adicionados estendendo a area de absor¢do. Da mesma forma que Goss et al. (1998) sugeriram que as
alteragcGes morfoldgicas que ocorrem na célula pavimentosa durante exposicdo a hipercapnia refletem
mudancas na necessidade de transporte, especula-se que, também o Pb, devido a sua conhecida
capacidade de desregulacdo do ion sédio (Rogers et al., 2003; Martinez et al., 2004; Rogers e Wood,
2004; Rogers et al., 2005; Alves e Wood, 2006; Ribeiro et al., 2014), possa estar provocando tais
respostas. Esta hipdtese vai ao encontro das concentracdes de sédio plasmdtico apresentadas no
capitulo V, que mostra uma recuperacao da natremia em 24 h, apds a reducdo ocorrida em 6 e 12 h de
exposicdo ao metal. Contudo a determinac3o da atividade da H'-ATPase no tecido branquial ndo condiz
com este aumento. A exposicdo de Channa punctata a uma mistura de metais por periodos de 7 a 15
dias, revelou um aumento na produgdo de muco somado a dilatagdo das microcristas das CPV
filamentares, na tentativa de prevenir a entrada de metais. Além disso, apds 30 dias de exposicdo, os
autores também reportaram uma ma-formacdo da arquitetura das microcristas, mas que nao refletiram

em um desequilibrio homeostatico para o animal (Pandey et al., 2008).

Quanto ao aumento das microvilosidades encontrado nas CPV lamelares dos animais expostos
ao Pb, acredita-se que sua presenca confira a elas plasticidade e flexibilidade, permitindo o aumento da
superficie celular e a curvatura da lamela, sem que haja dano as membranas, ou necessidade de sintese
de lipideos e proteinas (Olson, 1996). A topografia das CPV das lamelas varia muito entre as espécies
com base em caracteristicas filogenéticas e fisioldgicas, podendo apresentar microvilosidades pontuais,
ou elevagbes que formam linhas concéntricas aparentando impressao digital, ou ainda ser totalmente
desprovidas dessas especializagbes de membrana (Olson, 1996). Porém, o padrdo das microvilosidades
na superficie das células lamelares pode ser alterado por doses crénicas de metais (Kendall e Dale,
1979). Goss et al. (1998) percebeu que uma espécie de peixe, que, em condicbes normais, ndo
apresenta qualquer tipo de elevacdo na membrana apical das CPV das lamelas, passa a desenvolver
microvilosidades quando exposto a hipercapnia. Ao encontro disso, Lewis (1979) reportou que a

reducdo dessas estruturas nas CPV lamelares prejudica a eficiéncia das trocas gasosas. Desta maneira, a
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contribuicdo das microvilosidades nesse tipo celular para a captacdo de oxigénio e excrecao de gas
carbonico, torna-se inegavel, sugerindo que o surgimento dessas estruturas nas CPV dos animais
expostos ao chumbo possa ser resposta a uma situacdo de hipdxia provocada pelas alteracdes
branquiais encontradas (Mallat, 1985). Desta forma, as alteragcGes da superficie das CPV das lamelas
descritas nos animais expostos ao Pb, podem indicar uma resposta a uma suposta reducdo na eficiéncia

de trocas gasosas no epitélio respiratorio.

As anadlises empregadas neste trabalho revelaram-se ferramentas adequadas para a detecgao de
alteracGes morfolégicas causadas pela curta exposi¢cdo ao Pb nas branquias de P. lineatus, reafirmando a
importancia da verificacdo de ocorréncias histopatoldgicas em tecidos de intimo contato com agentes
poluidores. O contato com o Pb estimulou a producdo de MT no tecido branquial a partir de 3 h de
exposicao, indicando que, ao contrario da maioria das espécies teledsteas, o Pb foi um bom indutor para
a sintese desta proteina nas branquias. A presenca da MT no tecido branquial pode ter sido uma das
provaveis causas da presenca de chumbo no meio intracelular a partir de 6 h de exposi¢cdo detectado via
EDS, ja que a técnica espectrofotométrica de absorcdo atébmica, apesar de ja ter apontado para um
aumento do metal desde a primeira hora de exposicdo, ndo permite a distincdo da localizacdo do
mesmo. Este trabalho também sugere que o aumento da concentracdo de MT esteja relacionado com as
alteragbes que envolvem as CRM, uma vez que é durante o processo de diferenciagdo desse tipo celular
gue ocorre a sintese intensa desta proteina. A marcacdo para NKA permitiu identificar a migracdo das
CRM dos filamentos em direcdo as lamelas apds poucas horas de contato com o chumbo, bem como a
ocorréncia de diferenciagdo celular nos filamentos da 62 hora de exposicdo em diante. Outras alteracbes
histopatoldgicas também foram verificadas, contudo de baixo grau de severidade sobre o
funcionamento do 6rgdo. Porém, as andlises de MEV permitiram identificar a ocorréncia de alteracGes
ultra-estruturais na morfologia da membrana plasmatica das CPV, que podem ser reflexo de desvios da

homeostase de gases e/ou ions plasmaticos.
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Capitulo VII: Consideragdes finais

A hipétese central deste trabalho foi confirmada: o chumbo, em concentracdes ecologicamente
relevantes no ambiente dulcicola, pode se acumular e provocar disturbios metabdlicos,
osmorregulatdrios e morfofuncionais em peixes, nas primeiras 24 horas de exposi¢do.

A compilagao dos resultados mostrou que o P. lineatus é uma espécie susceptivel a presenca de
Pb em concentracdes proximas a 3,5 mg Pb total.L™, que é uma concentraco ja detectada em trechos
urbanos de cursos de 4dgua na regido norte do Parand. As primeiras 24 horas de exposi¢cdo ao Pb
constituiram condi¢Ges capazes de promover desregulacées em diferentes parametros, acarretando
alteragbes na homeostase. Desta forma, o emprego desta espécie como biomonitor mostrou-se
recomenddvel, gracas a pronta responsividade de seus parametros fisioldgicos ao metal em um curto
periodo de tempo.

Os resultados produzidos neste trabalho acrescentam relevantes observacbes quanto aos
efeitos do Pb na fisiologia branquial. O acimulo de Pb nas branquias de P. lineatus destacou-se em
relacdo aos demais tecidos, promovendo um aumento de proteinas semelhantes a metalotioneinas
(PSMT). A presenca destas proteinas, porém, ndo foi suficiente para impedir a interferéncia do metal
sobre a capacidade hiper-reguladora do tecido branquial, refletindo em alteragdes nos ions plasmaticos.
No intuito de restabelecer a concentracdo idnica homeostatica, as células ricas em mitocéndria nas
branquias migraram em direcdo as lamelas, enquanto as células pavimentosas apresentaram um
aumento da superficie de absorcdo. Estes ajustes, no entanto ndo refletiram, a priori, em um retorno
aos niveis ibnicos homeostaticos, uma vez que o desbalanco ibnico é também reflexo da interferéncia na
capacidade osmorregulatdria do rim posterior. O tecido renal também foi alvo prioritario do Pb, mas, ao
contrario das branquias, ndo contou com a presenga das PSMT. Por outro lado, 0 aumento do conteudo
dessas proteinas foi verificado no tecido hepatico, que apresentou acimulo substancial de Pb ao final da
242 h de exposicdo. Desta forma, entende-se que a simples presengca do metal ndo é o fator
determinante para a sintese de MT, mas a capacidade de cada tecido em produzir estas proteinas na
presenca do Pb, que deixa de ser visto como um fraco indutor.

Para alcancar os 6rgaos internos o Pb é distribuido através do sangue, que, apesar constituir
excelentes biomarcadores para a exposicdo ao Pb, ndo apresentou alteragbes nos parametros
hematoldgicos em decorréncia da presenga do metal, nas primeiras 24 horas de exposi¢do. Por outro
lado, apesar de poucos estudos acusarem o potencial neurotéxico do Pb, houve uma reduc¢do da

atividade da acetilcolinesterase (AChE) no musculo e no cérebro. Este efeito resultou em desbalanco
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metabdlico, provavelmente em virtude da hiperatividade muscular, que gerou um aumento do lactato
sanguineo e uma hiperglicemia, resultante da neoglicogénese hepdtica. Diferente do que sugeriam
estudos anteriores, este trabalho traz uma nova perspectiva em torno da hiperglicemia encontrada nos
teledsteos expostos ao chumbo, ao mesmo tempo em que indicou a capacidade de disrupg¢do enddcrina
deste metal.

Por fim, os resultados apresentados neste trabalho proporcionaram o melhor entendimento dos
efeitos deletérios e respostas fisioldgicas promovidas pela curta exposicdo ao Pb no teledsteo dulcicola
neotropical P. lineatus. Fornecendo, desta forma, ferramentas para o desenvolvimento de modelos
capazes de prever os efeitos do Pb sobre esta espécie, como um modelo de espécie biomonitora

neotropical.



