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RESUMO

A fim de avaliar a poluicdo aquética por despejos domésticos, industriais e da
agricultura no reservatério de Furnas, Rio Grande, peixes foram coletados em cinco
pontos de amostragem em 2006 e 2007. Varios biomarcadores reprodutivos e de saude,
desde o nivel molecular até o populacional, foram avaliados no caracideos nativo
Astyanax fasciatus e relacionados com a poluicdo ambiental. Os peixes capturados no
ponto referéncia (Turvo) apresentaram os melhores parametros de salude e reproducéo,
enquanto varios efeitos adversos foram detectados nos locais contaminados. Comparado
com o ponto de referéncia, o indice hepatossomatico foi significativamente maior em
todos os locais impactados. Nos pontos Barranco Alto e Fama, 0s espécimes
apresentaram crescimento corporal reduzido, retardo da maturacdo gonadal e menor
indice gonadossomatico que foram associados a polui¢éo por agrotoxicos e as descargas
de esgotos ndo tratados. Os peixes provenientes dos pontos Boa Esperanca e Guapé
exibiram feminilizacdo, intersexo e sinais de comprometimento da maturacdo final
ovocitaria e desova, evidéncias da contanimacdo por xenoestrogenos. A expressao das
proteinas zona radiata foi detectado em peixes machos dos pontos Fama, Boa Esperanca
e Guapé. Em conclusdo, a avaliacdo de indicadores de salde e biomarcadores
reprodutivos em A. fasciatus forneceram evidéncias da contaminacdo por
desreguladores enddcrinos e indicam a necessidade de medidas de acompanhamento e
reabilitacdo das areas poluidas ao longo do reservatério de Furnas, a fim de preservar

sua ictiofauna nativa.

Palavras-chave: Astyanax fasciatus, reservatério de Furnas, poluicdo, reproducéo, intersexo,

proteina da zona radiata.



ABSTRACT

In order to assess the aquatic pollution by domestic, industrial and agriculture wastes
in the Furnas Reservoir, Grande River, fish catchings were conducted at five sampling sites
during 2006 and 2007. A range of health and reproductive biomarkers from molecular to
population levels were evaluated in feral characid Astyanax fasciatus and related to
environmental pollution. Fish from the reference site (Turvo) exhibited the best health and
reproductive status, while several adverse effects were detected at the contaminated sites.
Compared to the reference site, the hepatosomatic index was significantly higher in all
impacted sites. At the Barranco Alto and Fama sites, fish showed reduced body growth,
delayed gonadal maturation and a lower gonadosomatic index which were associated to
pollution by agrotoxics and untreated sewage discharges. Fish from the Boa Esperanca and
Guapé sites presented feminisation, intersex and signs of impairment of final oocyte
maturation and spawning, evidence of contanimation by xenoestrogen. The expression of
zona radiata proteins was detected in male fish from Fama, Boa Esperanca and Guapé,
strongly suggesting xenoestrogen contamination. In conclusion, the assessment of health
indicators and reproductive biomarkers in A. fasciatus provides evidence of the integrated
effects of a wide-ranging of environmental contaminants and indicates a need for monitoring
and rehabilitation measures of the polluted areas along the Furnas Reservoir in order to

preserve its native ictiofauna.

Keywords: Astyanax fasciatus, Furnas Reservoir, pollution, reproduction, intersex, zona
radiata proteins.
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1. INTRODUCAO

A ecotoxicologia ambiental tem despertado interesse recente da comunidade
cientifica com um grande numero de estudos e avancgos cientificos em ecossistemas
temperados, como os Estados Unidos, Canada e Inglaterra. Os ecossistemas tropicais de
regides alagadas, de aguas doces e marinhas apesar de possuirem mais de 75% da
biodiversidade mundial (Lecher & Goldstein, 1997), tém sido negligenciados, deixando
uma lacuna no conhecimento ecotoxicologico (Kwok et al., 2007). Poucos estudos tém
utilizado espécies nativas bioindicadoras e biomarcadores fisioldgicos adequados para
avaliar os efeitos da contaminacdo aquatica sobre a ictiofauna, especialmente na
Ameérica do Sul (Bertin et al., 2009). No Brasil, principalmente na regido Sul e Sudeste,
trabalhos de avaliacdo ecotoxicologica foram realizados em pequenos rios e corregos
como rio Camanducaia (Alberto et al., 2005), rio dos Sinos (Schulz & Martins-Junior,
2001) e rio Paraiba do Sul (Linde-Arias et al., 2008), mas nenhum estudo foi conduzido
no reservatorio de Furnas, em particular sobre a funcao reprodutiva dos peixes. Estudos
de campo comparando areas impactadas e ndo impactadas permitem uma avaliacdo das
condicGes de salde dos peixes em seu ambiente natural e s&o componentes importantes
para avaliacdo e compreensdo dos efeitos bioldgicos e/ou ecoldgicos de agentes
quimicos sob condicdes naturais e fornecem ferramentas informativas e praticas para
monitoramento ambiental (Winkaler et al., 2001).

No meio cientifico, é cada vez mais reconhecido que a avaliacdo dos impactos
dos disturbios ambientais sobre 0s organismos exige a compreensao dos efeitos em toda
a hierarquia da organizacao bioldgica, partindo dos niveis moleculares e celulares até as
comunidades e ecossistemas (Figura 1) (Denslow & Sepulveda, 2007; Ankley et al
2009). Peixes séo bons bioindicadores de impacto ambiental, pois apresentam alteragoes
fisioldgicas, patologicas e estruturais em varios sistemas organicos que provocam
mudancas comportamentais nas comunidades nativas refletindo as condic¢Bes de saude
do ecossistema aquatico (Wootton, 1990). Atualmente, biomarcadores fisioldgicos e
histopatologicos de peixes sdo extensivamente utilizados para documentar e quantificar
os efeitos de poluentes em ambientes aquaticos tais como atresia folicular, proteinas de
choque térmico, apoptose, metalotioneinas, vitelogenina em machos além de alteracdes
histopatolégicas em 6rgédos alvos. Entretanto, para que os biomarcadores possam ser

usados como ferramentas de avaliacdo ecotoxicologica é necessario compreender a



relacdo entre os processos moleculares e bioquimicos e seus reflexos na morfofisiologia
de 6rgéos alvo, nos individuos e na populacdo (Ankley et al 2009). Neste contexto,
estudos mais recentes relacionam biomarcadores de relevancia mecanistica como niveis
plasmaticos de vitelogenina (\Vtg) e proteina da zona radiata (Zrp) com parametros de
relevancia ecol6gica como desenvolvimento gonadal, fecundidade, qualidade de ovos,
diferenciacdo e proporgdo sexual, taxa de crescimento, entre outros (Ankley et al., 2008;
Hinck et al., 2008; Guzman et al., 2008; Xu et al., 2008). Esses estudos integrados
fornecem embasamento para a extrapolacdo eficaz dos efeitos biologicos através de
diferentes espécies e niveis de organizacdo bioldgica, além de identificar as respostas
sensiveis e as espécies prioritarias para testes extensivos, otimizando o tempo e a

utilizacdo de recursos (Ankley et al, 2009).

Ecossistema

A

Populagio

Resposta
Biolégica

Molecular

Alto Exposicdo/ Stress baixo

Min/hora Dias Sem/meses Anos
Tempo da resposta

Figura 1: Paradigma das avaliagdes ecoldgicas (adaptado de Denslow & Sepulveda,
2007).

Em geral, a atividade reprodutiva dos vertebrados € estrutural e funcionalmente
similar, abrangendo o eixo evolutivamente conservado hipotalamo-pituitario-gonadal.
Em todos os vertebrados a secrecdo de horménio liberador de gonadotrofina (GnRH)
pelo hipotdlamo estimula a pituitaria a secretar os horménios gonadotroficos (GtH) que

induzem a sintese de hormdnios esteroides nas génadas (Figura 2). Porém, 0s peixes



apresentam alguns aspectos particulares da fisiologia reprodutiva como a secrecdo de
GnRH controlada por fatores ambientais tais como temperatura, fotoperiodo e indices
de pluviosidade (Dawson, 1998). Varios GtHs foram identificados em extratos cerebrais
de teledsteos, os dois principais GtHs (GtHI e GtHII) sdo secretados pela hipdfise e
estruturalmente similares aos horménios foliculo estimulante (FHS) e luteinizante (LH)
respectivamente. O GtHI (FSH) esté envolvido na vitelogénese e na formacao da zona
pellcida, enquanto o GtHII (LH), atua na maturacéo final e na ovulagéo. A secrecdo de
GtH ¢ regulada pelos hormonios 17B-estradiol e testosterona por um mecanismo de
feedback negativo. O estrogeno € o principal horménio sexual em fémeas de teledsteos,
mas nos ovarios sdo também produzidas grandes quantidades de testosterona, que é
sintetizada nas células tecais e subsequentemente transformada em estrégeno pela P450

aromatase (CYP19) nas células da granulosa (Denslow & Sepulveda, 2007).

Fotoperiodo

G Horménios esterdides
‘ ‘ Aminodcidos

Neurotrasnmissores
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vig
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+

Figura 2: Eixo hipotalamo-pituitaria-gonada-figado em fémeas de teledsteos (adaptado
de Arukwe & Goksgyr, 2003).



O estrogeno estimula a producédo de Vtg e Zrp no figado de fémeas de teledsteos
(Figura 3). A Vtg, precursor das proteinas do vitelo é uma fosfoglicolipoproteina de
ligacdo ao calcio, com grande peso molecular (250-600kDa) e complexidade, e que
apresenta um cerne protéico curto com 1.600-1.800 aminoacidos (Silversand & Haux,
1995). A Vtg, produzida pelos hepatécitos, é secretada na circulacdo sistémica e
transportada até os ovarios, onde é seletivamente sequestrada por endocitose mediada
por receptor pelas células de foliculos ovarianos em crescimento. Na membrana
plasmatica dos ovdcitos a Vtg liga-se a receptores para LDL agrupados em vesiculas
cobertas por clatrina que se fundem com vesiculas lisossomais derivadas do complexo
de Golgi formando corpos multivesiculares no citoplasma do ovoécito (Arukwe &
Goksgyr, 2003). As vesiculas lisosomais contém catepsina D, que processa a
vitelogenina nas proteinas do vitelo que posteriormente serdo utilizadas como nutrientes
para o desenvolvimento de embrides e larvas (Denslow & Sepulveda, 2007). Estudos
recentes demonstraram que a Vtg possui atividades hemaglutinante e antibacteriana no
protocordado anfioxo Branchiostoma belcheri e em teledsteos como Conchonius
puntius (Li et al, 2008).

A expressdo das proteinas do envelope ovocitario (Zrp) precede a da Vtg e estas
apresentam maior resisténcia a degradacdo proteolitica devido a sua funcdo estrutural
(Arukwe & Goksgyr, 2003). Em mamiferos eutérios e peixes a zona radiata é composta
por 3-4 glicoproteinas evolutivamente conservadas denominadas ZP 1, ZP2 eZP3 (a, B,
e v) com massa molecular de cerca de 200, 120 e 80 kDa. Na maioria das espécies de
teledsteos a zonagénese comeca com 0O crescimento ovocitario durante o estagio
previtelogénico e termina na fase vitelogénica (Arukwe & Goksgyr, 2003). A zona
radiata tem papel importante durante a fertilizacdo, atuando na ligacdo e atracdo do
espermatozéide e impedindo a polispermia além de proteger o embrido contra distdrbios

mecénicos durante seu desenvolvimento (Yamagami et al., 1992).
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Figura 3: Sintese de vitelogenina e proteinas da zona radiata nos hepatécitos (Arukwe
& Goksgyr, 2003).

1.1. O LAMBARI Astyanax fasciatus COMO MODELO DE ESTUDO

O género Astyanax Baird & Girrard 1854 é um dos mais ricos em espécies e de
distribuicdo geografica mais ampla e diversa de suas populacGes. A espécie de pequeno
porte Astyanax fasciatus (Cuvier, 1819), (Figura 4) conhecida como lambari ou piaba
do rabo vermelho, figura entre as espécies mais abundantes do reservatorio de Furnas

com o maior rendimento de pesca anual (http://www.ibama.gov.br), tem importancia

ecoldgica servindo como forrageiro para as espécies piscivoras e adapta-se bem ao
ambiente Iéntico criado pelo barramento de rios (Schulz & Martins-Janior, 2001).
Estudos prévios mostraram que A. fasciatus reproduz-se no reservatorio de Furnas,
apresenta desova parcelada e periodo reprodutivo prolongado (Carvalho, 2009; Prado &
Rizzo, 2005; Prado, 2007). O uso de espécies nativas como sentinela permite avaliar 0s
impactos bioldgicos da poluicdo e os mecanismos responsaveis pelas alteracdes nos
biomarcadores, especialmente, quando a analise quimica da agua é integrada com uma
variedade de biomarcadores subcelulares. Recentemente, A. fasciatus tem sido apontado
como um potencial bioindicador de poluicdo antropogénica devido as suas estratégias
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reprodutivas, distribuicdo geografica, habito alimentar e tolerdncia a degradacéo
ambiental (Schulz & Martins-Junior, 2001; Carrasco-Letelier et al., 2006; Prado, 2007).

Figura 4: Astyanax fasciatus

1.2.  AREA DE ESTUDO

O reservatorio da Usina Hidrelétrica de Furnas (Figura 5), Rio Grande, Bacia do
Alto Parana, o maior da regido Sudeste do Brasil, com 220 km de extensdo maxima,
1.440 km? de érea inundada e volume total de 22,95 bilhdes de m*® de agua

(http://www.furnas.com.br). Essa agua é utilizada para consumo humano, irrigacéo,

atividades balneérias e 0s peixes sdo uma das principais fontes de proteina animal para
uma populacdo de mais de 1.120.000 residentes (Tanure, 2003). Desde sua construgédo
em meados dos anos 60, o lago de Furnas vem sofrendo acdes antropicas que causam
alteracOes nas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas de suas aguas. Pelo déficit de
infra-estrutura em saneamento nos municipios marginais, o lancamento de efluentes in
natura é a principal via de contaminacdo do reservatério de Furnas. Todo esgoto
produzido nos municipios da regido, com carga poluidora total de 2.317.358,04 kg de
solidos totais/dia, desagua no lago, através de ribeirdes e rios e em poucas cidades e
distritos da regido o esgoto é parcialmente tratado (Tanure, 2003). Em trechos do
reservatorio com alto nivel de contaminacdo, as taxas de fendis e o numero de
coliformes fecais indicativos de contaminacdo por despejos de esgoto doméstico e
industrial s&o extremamente elevados quando comparados com os limites estabelecidos
na legislacdo ambiental (IGAM, 2007). A poluicdo aquatica do reservatorio € em grande
parte resultado das atividades desenvolvidas nas suas areas marginais, sendo
especialmente preocupantes os dejetos in natura das cidades de Varginha, Boa
Esperanca e Guapé, a contaminagdo geral por agrotoxicos principalmente da regido de
Alfenas e o0 uso da &gua para atividades balnearias em Fama e Escarpas do Lago. Estes
poluentes tém causado reducdo répida e generalizada da qualidade da &gua do

reservatorio de Furnas (Tanure, 2003).
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Figura 5: Mapa do reservatorio de Furnas, mostrando a localizagdo dos pontos de
amostragem: ponto de referéncia, Turvo (T) e os pontos impactados: Barranco Alto
(BA); Fama (F); Boa Esperanca (BE), Guapé (G).

1.3.  EFEITOS DE POLUENTES SOBRE A ICTIOFAUNA

O uso indiscriminado e inadequado de pesticidas na agricultura tem resultado em
sérios problemas ecoldgicos. Pesticidas organoclorados e organofosforados merecem
atencdo especial por serem persistentes, ou seja, de dificil degradacdo, acumulando-se
nos tecidos de peixes e outros organismos aquaticos e apresentando alta toxidade para
esses organismos. Peixes como A. fasciatus, que ndo estdo em niveis troficos superiores,
podem atingir altos niveis de contaminacdo por absorverem nutrientes que possuem
grandes cargas de poluentes associados & vegetagdo ou a sedimentos depositados no
fundo dos rio ou reservatorio (Matsushita & Souza, 1994). Diversos trabalhos
analisando a exposicdo de peixes a inseticidas organoclorados observaram que as
substancias toxicas afetam o0s peixes de diversas maneiras como inibicdo de
metabolismo de lipidio (Singh & Singh, 2006), da esteroidogénese (Singh e Singh,
2008) e podem levar a falhas reprodutivas (Ebrahimi et al, 1995).



Numerosos compostos quimicos poluentes contidos nos residuos de esgoto e da
agricultura possuem capacidade de interferir no sistema enddcrino dos animais sendo
assim denominados desreguladores endocrinos (EDCs) (Vos et al, 2000). Os EDCs
exercem seus efeitos pela mimetizacdo de hormdnios endégenos, como antagonista e/ou
agonistas de hormdnios naturais, alterando o padrdo normal de sintese ou metabolizac&o
de hormdnios ou modificando os niveis de receptores hormonais (Sonnenchein & Soto,
1998). Os EDCs sdo biodisponiveis para 0s peixes através de uma variedade de rotas,
incluindo respiracdo, osmoregulacdo, contato dermal, ingestio de alimentos
contaminados e até transferéncia materna atraves das reservas lipidicas dos ovos (Van
Der Kraack el al., 2001). Estrégenos de contraceptivos orais, 17p-estradiol e estrona,
provenientes dos dejetos humanos, surgem como 0s principais contribuintes para a
capacidade de desregulacdo enddcrina de efluentes de esgotos municipais e constituem
um grave problema ecoldgico permanente. Apesar disso, o impacto de desregulacao
enddcrina de efluentes de esgoto tem sido raramente investigado na América do Sul
(Bertin et al, 2009). Organismos aquéticos, principalmente vertebrados inferiores tais
como peixes, sdo o0s principais alvos para os EDCs (Kime, 1998; Kloas et al, 2009) Em
um grande numero de espécies de peixes, particularmente teledsteos, os EDCs podem
alterar o desenvolvimento sexual e a fertilidade (Jobling e Tyler, 2006; Denslow &
Sepulveda, 2007; Ankley et al. 2008; Guzman et al., 2008). No entanto, somente poucos
estudos tém demonstrado conseqliéncias a nivel populacional como resultado da
exposicdo a EDCs (Mills & Chichester, 2005; Kloas et al, 2009). A feminilizacdo de
populacOes de peixes tém sido observada em espécies nativas da Europa (Hecker et al.,
2002; Minier et al., 2000; Kipfer et al, 2009), EUA (Folmar et al., 2001) e Inglaterra
(Jobling et al. , 2002; Lye et al., 1997), em trabalhos experimentais e de campo. Além
desses fendémenos, crescimento reduzido e atrasos no desenvolvimento tém sido
reportados por varios autores como efeitos da contaminagdo por EDCs (Orlando et al,
2007). No entanto, relativamente poucos estudos foram realizados com espécies de

peixes neotropicais, resultando em uma lacuna de informacéo cientifica.

1.4. BIOMARCADORES DE IMPACTO AMBIENTAL
A exposicdo a contaminantes estrogénicos pode induzir alteracGes na expressdo
de proteinas tais como proteinas da zona radiata (Zrp) e vitelogenina (Vtg), os quais séo

utilizados como biomarcadores para deteccdo de exposicao de peixes aos EDCs através



de técnicas como imunohistoquimica, western blot e ELISA (Denslow & Sepulveda,
2007).

A diferenciacdo gonadal e reproducédo sdo as duas janelas da maior sensibilidade
dos peixes para EDCs durante desenvolvimento sexual (Ankley et al, 2009). As fases
mais sensiveis sdo 0s primeiros estagios de vida passando pela diferenciacdo dos tecidos
dependentes de hormonios sexuais. Neste periodo, 0s peixes sdo suscetiveis a
administracdo de esterdides sexuais exdgenos causando reversdo sexual e resultando em
mudancas irreversiveis na diferenciacdo dos tecidos (intersexo), alterando a proporcao
sexual e o potencial reprodutivo da prole.

Em adultos, os efeitos da exposi¢do podem ser reversiveis permanecendo apenas
durante o periodo de exposicdo. Para avaliar os impactos da exposi¢do aos EDC’s em
adultos os biomarcadores chave séo a inducdo da Vtg e Zrp em machos (Kime et al.
1999; Folmar et al, 2001). A Vig e as Zrp sdo normalmente encontradas no sangue de
fémeas, enquanto nos machos os niveis plasmaticos sdo muito baixos ou inexistentes.
Porém, a sintese e secrecdo dessas proteinas pode ser induzida em peixes machos
expostos a estrégenos exdgenos (Kime et al. 1999), sendo consideradas biomarcadores
sensiveis da exposicdo a EDCs em estudos experimentais e de campo. A adicdo de
etinil-estradiol a um lago experimental no Canada aumentou 9.000 vezes os niveis de
vitelogenina em machos nativos de fathead minnow (Pimephales promelas), resultando
em declinio populacional (Palace et al., 2002). Usando exemplares juvenis do salméo do
Atlantico (Salmo salar) expostos a diferentes doses de nonifenol, Meucci & Arukwe
(2005) observaram elevados niveis plasmaticos de Vtg e Zrp apds duas semanas de

tratamento.

2. OBJETIVO GERAL

Determinar os efeitos da contaminagédo aquatica do reservatério de Furnas sobre
a salde e o sucesso reprodutivo de peixes nativos, utilizando biomarcadores
populacionais, sistémicos, teciduais, € moleculares na espécie sentinela A. fasciatus,
fornecendo embasamento cientifico para metodologias de monitoramento ambiental

para rios e lagos sul americanos.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
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- Analisar os principais pardmetros fisico-quimicos, transparéncia e residuos solidos na
agua nos diferentes pontos de amostragem;

- Comparar comprimento e peso corporal, relacdo peso-comprimento, propor¢do sexual
e indices biologicos de exemplares capturados nos diferentes pontos de amostragem;

- Analisar histologicamente a maturacdo gonadal e determinar as frequéncias dos
estadios do ciclo reprodutivo nos trechos de coleta;

- Quantificar a atividade reprodutiva de fémeas e machos maduros no pico da estacao
reprodutiva através de morfometria;

- Detectar a presenca de Zrp no figado de peixes machos, através do Western blot;

- Comparar estatisticamente os resultados obtidos nos pontos impactados com ponto de

referencia, com pouca interferéncia antropogénica
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  AREA DE ESTUDO E AMOSTRAGEM DE PEIXES

Os peixes foram coletados trimestralmente, no reservatorio de Furnas, Rio
Grande (Figura 5) durante 2006 e 2007, seguindo os principios éticos para a
manipulacdo animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Os peixes foram capturados com redes de emalhar com malhas de 3-4 cm
entre nds opostos expostas por 14 h na superficie da agua nas margens do reservatorio.
Um total de 1.265 espécimes adultos de A. fasciatus, compreendendo 899 fémeas e 366
machos, foram amostrados em cinco pontos: Turvo (T), ponto de referéncia localizado
perto da barragem de Furnas, com pouca interferéncia antropica; Barranco Alto (BA),
ponto que recebe os residuos da agricultura; Fama (F), que recebe esgoto sem
tratamento domestico e industrial das cidades do entorno dos rios Verde e Sapucai, e
Boa Esperanca (BE) e Guapé (G), pontos que recebem todo o esgoto doméstico ndo

tratado proveniente de suas areas urbanas.

3.2.  PARAMETROS DA AGUA

Durante a captura dos peixes, temperatura da agua, pH, oxigénio dissolvido e
condutividade foram obtidos em cada local de amostragem utilizando o instrumento
multi-parametro modelo YSI 650 MDS. A transparéncia da agua foi avaliada atravées da
profundidade do disco de Secchi. Residuos sélidos suspensos foram determinados a
partir de amostras de agua (1 L por ponto de coleta) pelo Laboratério de Hidrobiologia

de Furnas.

3.3.  INDICADORES DE SAUDE E REPRODUTIVOS

No campo, amostras de gobnadas e figado foram obtidas para analises
microscopicas e, em seguida, os espécimes foram fixados em formol 10% para as
analises biométricas e dos indices bioldgicos. Em laboratério, de cada exemplar foram
medidos comprimento total (CT) e peso corporal (PC) e, em seguida, os peixes foram
dissecados, para obtencdo dos pesos das gonadas (PG), figado (PF) e gordura celdmica
(GC). Os seguintes indices bioldgicos foram calculados: gonadossomatico (IGS = 100
PG/PC), hepatossomatico (IHS = 100 PF/PC), gordura celomatica (IGC = 100 GC/PC)
e fator de condicgdo de Fulton (K = 100 PC/CT?).
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3.4. RELAGCAO PESO-COMPRIMENTO

A relacdo entre o comprimento total (CT) e o peso corporal (PC) foi calculada
usando a equacdo PC = aCTP®, onde a é o intercepto e b a inclinagdo da linha de
regressdo. Os parametros a e b foram estimados por analise de regressao linear dos
dados logaritmicos e comparados entre os pontos de amostragem. O grau de associa¢do
entre as variaveis CT e PC foi avaliada utilizando o coeficiente de correlacio (r?) para a

amostragem total.

3.5. MATURAGCAO GONADAL E MORFOMETRIA

Para a histologia, amostras de gonadas de todos os exemplares capturados foram
fixadas em liquido de Bouin por 8-12 h, incluidas em parafina, seccionadas com 5 pm
de espessura e coradas com hematoxilina-eosina (HE). Os seguintes estadios de
maturagdo gonadal foram estabelecidos para machos e fémeas com base na distribuigéo
e nas caracteristicas morfologicas das células germinativas: 1 = repouso, 2 = maturacdo
inicial, 3 = maturacdo avancada/maduro, 4A = parcialmente desovado/espermiado, 4B =
totalmente desovado/espermiado (Carvalho et al, 2009). A proporcdo sexual (fémea:
macho) e a frequéncia (%) de exemplares intersexo foram avaliados apds diagnostico
histoldgico. Para as analises morfométricas da maturagdo gonadal, a proporcao (%) de
foliculos perinucleolares (FP), foliculos vitelogénicos (FV) e foliculos vitelogénicos
atrésicos (FA) foi determinada em cortes histologicos de ovarios nos estadios 3 e 4A de
peixes capturados na estacdo reprodutiva (n = 183). O didmetro médio dos foliculos
vitelogénicos também foi determinado em fémeas maduras (n = 10/ponto), perfazendo
um total de 400 foliculos medidos por ponto de amostragem. Nos machos, o didametro
médio dos tubulos seminiferos e nimero de cistos espermatogénicos por area foi
determinado em machos 3 e 4A (n = 10/ponto), perfazendo um total de 150 tabulos
medidos e 150 campos analisados por ponto de amostragem.

3.6. EXPRESSAO DE Zrp

Amostras de figado de 5 fémeas e 5 machos do ponto referéncia e de 5 machos
de cada ponto impactado foram congeladas em campo em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C para processamento por Western Blot. O pool de amostras de cada
local foram homogeneizadas em tampé&o de extragdo (Tris-HCl 50 mM pH 8,0 com

aprotinina 0,02% e fluoreto fenilmetilsulfonil 1 mM), utilizando homogeneizador Potter
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S (Braun, Melsungen, Alemanha) em banho de gelo. Em seguida, os extratos foram
sonicados (3 X 10 amplitude 30%) no processador GEX utrasonic 600 e centrifugado a
15.000 g por 60 min a 4°C. Apos a remocao do pellet, o sobrenadante foi aliquotado e
armazenado a -80°C para determinacdo da proteina total solavel (Lowry et al., 1951)
usando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. Aliquotas contendo 100 pg de
proteina total foram retiradas de cada uma das amostras e submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 7,5% em uma mini-cuba de eletroforese (BioRad,
Hercules, Califérnia, USA) como descrito por Laemmli (1970). Apos eletroforese, as
proteinas separadas foram transferidas para uma membrana de transferéncia Amersham
Hybond ECL (GE Healthcare Bio-Sciences Corp, USA), bloqueadas com caseina a 2%
e incubadas com anticorpo primario de coelho anti-Zrp de salmédo (1:1000, Biosense
AS., Noruega) por 1 h. Apos a lavagem com PBS, as membranas foram incubadas com
anticorpo anti-lgG de coelho (1:2500, Sigma, St. Louis, Missouri) conjugado com
peroxidase por 2 h, lavadas novamente, e as bandas foram reveladas usando o 4-cloro-1-
naftol e 3,3'-diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St. Louis).

3.7.  ANALISES ESTATISTICAS

Anélises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Instat e
BioEstat. Analise de variancia (ANOVA) e pds-teste de Tukey foram utilizados para
comparar 0s parametros da agua e o fator de condicdo de Fulton. As frequiéncias dos
estadios de maturacdo gonadal foram avaliadas por ANOVA com p0s-teste de
comparacdao multipla de Dunnett (p < 0,05). Os indices bioldgicos foram comparados
entre os pontos usando teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
comparacdo multipla de Dunn (p < 0,05). A relacdo peso-comprimento e 0s parametros
a e b foram analisados por analise de Covariancia (ANCOVA), utilizando-se CT como
co-variavel. O teste do qui-quadrado (xz) foi realizado para detectar o desviode 1 : 1 na

proporcao sexual.
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4. RESULTADOS

4.1.  QUALIDADE DA AGUA

Temperatura (19 - 33°C), pH (6,0 - 8,5) e oxigénio dissolvido (4 - 11mg/L) nédo
foram significativamente diferentes entre os pontos de amostragem (Tabela 1).
Temperaturas minimas variando de 18,9 a 21,0°C foram detectadas em Julho e
temperaturas maximas que variaram de 26,9 a 32,7°C ocorreram em Janeiro. No mesmo
periodo de amostragem, nenhum dos pardmetros da &gua apresentou valores
discrepantes entre os pontos. A condutividade da agua e os residuos solidos foram
significativamente maiores no ponto BE (p < 0,001) em compara¢do com o0s demais
pontos. A profundidade média do disco de Secchi foi maior no ponto referéncia, Turvo
(T), quando comparada aos pontos impactados (p <0,01). Devido a elevada
contaminacdo e a baixa profundidade da &gua, a profundidade do disco de Secchi nédo
foi amostrada no ponto Boa Esperanga (BE).

4.2. INDICADORES BIOLOGICOS DOS PEIXES

Para fémeas, os maiores valores de comprimento total e peso corporal foram
registrados no ponto referéncia, Turvo (CT = 13,86 + 1,73 cm; PC = 34,60 * 13,28 @)
em comparacdo com 0s pontos impactados (p < 0,001) (Tabela 2). Os machos foram
também maiores e mais pesados em T (CT = 13,14 + 1,82 cm; PC = 27,74 + 11,46 @)
com diferencas significativas em relagcdo aos pontos Barranco Alto e Fama. Em Boa
esperanga, 0s peixes apresentaram CT menor do que o ponto referencia T, mas nédo
houve diferenca significativa para PC. Nao houve diferenca significativa entre machos

de Guapé e Turvo.



Tabela 1.

Pardmetros da &gua (média £ DP) em cinco pontos de amostragem do reservatorio de Furnas em 2006 e 2007.

Turvo Barranco Alto Fama Boa Esperanca Guapé
Coordenadas geogréaficas 20°40° S 21°11° S 21924° S 21°04" S 20045" S

46°13" W 45°58" W 45°50" W 45°33" W 45°55" W
Temperatura (°C) 24,27 + 2,48 24,84 + 3,70° 24,85 + 4,28° 25,47 + 3,35 24,93 + 2,74
pH 7,49 + 0,60 7,57 £0,87° 7,47 £ 0,93 7,83 +0,67° 7,44 +0,70°%
Oxigénio dissolvido (mg/L) 7,14 +1,04° 6,80 + 1,33° 7,11 +1,69° 7,21 +1,85° 6,41 + 0,99°
Condutividade (uS/cm) 38,10 + 3,74° 40,00 £ 5,29° 39,28 + 4,42° 62,14 + 15,42° 36,43 + 3,04
Profundidade do disco de Secchi (m) 4,07 + 0,81° 1,86 +0,76° 2,08+ 1,33 - 2,40 +0,58"
Sélidos totais suspensos (mg/L) 0,92 + 0,59° 2,85+ 2,87° 3,35+1,97° 8,17 +1,91° 1,97 +0,33°
Sélidos volateis (mg/L) 0,50 + 0,83 1,55 +1,06° 1,82 +0,91° 5,70 + 1,62° 0,82 + 0,40
Sélidos fixos (mg/L) 0,42 +0,35° 1,30 +1,30° 1,563 +1,01° 2,47 +0,46° 1,15+0,33°

Em uma linha, letras diferentes indicam diferenca significativa entre os pontos de amostragem, p < 0,05.



Tabela 2.
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Pardmetros reprodutivos, indicadores de salde e propor¢do sexual em A. fasciatus capturados cinco pontos de amostragem do reservatério de

Furnas em 2006 e 2007.

Turvo Barranco Alto Fama Boa Esperanca Guapé
. 223 110 185 136 245

Fémeas
CT (cm) 13,86 +1,73° 11,66 + 1,50° 11,96 + 1,77° 12,92 +1,00° 13,14 + 1,56°
PC (g) 34,60 + 13,28° 20,39 + 9,38° 22,27 +10,43° 29,17 + 8,80° 29,83 + 11,46°
IGS 6,74 + 5,70 4,45 + 4,84° 4,43 + 6,08° 7.36 + 5432 7.03 + 6,25
IHS 0,53 + 0,212 1,00 + 0,67° 0,87 £ 0,38° 0,94 + 1,05 0,71 + 0,25°
IGC 0,66 + 0,99 0,55 + 0,872 0,76 £ 0,91% 1,81 +2,32° 0,93 + 1,37
K 1,24 + 0,15 1,21 +0,20° 1,22 +0,18° 1,32 +0,18° 1,25 +0,19°

4

Machos 100 83 101 3 39
CT (cm) 13,14 + 1,82° 10,71 + 0,94° 10,42 + 1,00° 11,55 + 0,90° 12,05 + 1,25%
PC (g) 27,74 + 11 46° 15,65 + 5,08" 13,33 + 4,87° 19,43 + 5,59° 21,46 + 8,08
IGS 1,11 +1,18° 1,55 + 0,90° 0,89 + 0,73 249 +1.27° 1,58 +1,11°
IHS 0,46 + 0,172 0,88 + 0,36° 0,83 + 0,36 0,65 + 0,24° 0,60 + 0,21%
IGC 1,80 + 1,26° 1,36 + 1,31% 1,07 £ 0,95° 212 +1,87° 159 +1,77%
K 1,18 + 0,15° 1,25+ 0,16" 1,14 +0,16° 1,23 +0,17%® 1,18 + 0,22%

Proporcdo (F: M) 2,23:1 1,32:1 1,83:1 3,16 : 1 6,281

sexual

Os valores representam média + DP. Em uma linha, letras diferentes indicam diferenga significativa entre os pontos de amostragem, p < 0,05. Na
proporcao sexual, os asteriscos indicam diferenca significativa da proporgéo esperada de 1:1, p < 0,05. (CT) comprimento total; (PC) peso corporal;
(IGS) indice gonadossomatico; (IHS) indice hepatossomatico; (IGC) indice de gordura celémica; (K) fator de condicéo de Fulton.
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Comparando-se os indices bioldgicos, a média do IHS foi maior em todos os
pontos impactados do que o ponto referéncia (T) (Tabela 2). O IGC foi maior nas
fémeas do ponto BE (IGC = 1,81 + 2,32, p < 0,001) e menor nos machos de F (IGC =
1,07 £ 0,95, p < 0,05) em comparacdo com o ponto referéncia. Na mesma avaliacéo, o
fator de condicéo de Fulton (K) foi maior em fémeas de BE (K =1,32 £ 0,18, p < 0,001)
e em machos de BA (K =1,25 % 0,16, p <0,05).

4.3. RELAGAO PESO-COMPRIMENTO

A relacdo peso-comprimento mostrou crescimento isométrico para os peixes de
todos os pontos de amostragem com coeficientes de regressao linear em torno de 3 (p <
0,05). N&o houve diferenca significativa para os coeficientes a e b da regressao linear
entre machos e fémeas e entre os pontos de amostragem. Entdo, a relacdo peso-

comprimento foi estimada para a amostra total com coeficiente de correlagdo (r%) de

0,91 (Figura 6).
100 -
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Figura 6: Relacdo peso-comprimento para a amostragem total de Astyanax fasciatus

capturados no reservatorio de Furnas, em 2006 e 2007.
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4.4, MATURACAO GONADALE IGS
A andlise histologica da maturacdo gonadal (Figuras 7 e 8) mostrou que todos 0s
peixes coletados eram adultos, exemplares imaturos e juvenis nao foram capturados. A
distribuicdo das freqliéncias (%) dos estadios de maturacdo gonadal mostrou fémeas e
machos em estadios 2/3 e 4A predominando em todos os pontos de amostragem,
exceto em F que apresentou um ndmero significativamente maior (p < 0,05) de fémeas
no estadio de repouso (Figura 9A). Machos em repouso foram menos freqlentes,
exceto em F, e eles ndo ocorrem em BE e G (Figura 9B).
Comparando-se 0s IGS médio dos dois anos amostrados (Tabela 2), observou-
se, nas fémeas, valores significativamente menores em BA e em F do que no ponto
referéncia e outros pontos impactados (p < 0,01). Os machos de BA, BE e G

apresentaram IGS significativamente maior quando comparado com T e F.



19

Figura 7: Maturagdo ovariana em Astyanax fasciatus. A- Repouso, barra 72,4 um; B-
Maturagdo avancada, barra 193 um; C- Parcialmente desovado, barra 198,51 um; D-
Totalmente desovado, barra 193 um; E, F- Regido micropilar no p6lo animal, barra
77,5 um (E) e 20,66 um (F). O1 e O2 — ovécitos perinucleolares inicial e avancado; O4
— ovocito vitelogénico; FPO — foliculo pés-ovulatério; FA — foliculo atrésico; setas —

regido micropilar.
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Figura 8: Maturacdo testicular em Astyanax fasciatus. A- Corte transversal do terco
médio do testiculo mostrando as regides espermatogénica (a) e ndo espermatogénica
(b), barra 369,22 pum; B- Detalhe das duas regides do testiculo, barra 184,00 um;
C- Maturacdo inicial, barra 54,37 um; E- Maturacdo avancada, barra 136,71 um;  F-
Parcialmente espermiado, barra 84,1 um; G- Totalmente espermiado, 77,5 um; D-
Tuabulo seminifero com as diferentes fases da espematogénese, barra 34,72 um; H-
Regido caudal ndo espermatogénica, barra 32,37 um. Encarte- Detalhe do epitélio
prismatico, barra 89,02 um.
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Figura 9: Frequéncias relativas (%) dos estadios de maturacdo gonadal de fémeas (A) e
machos (B) de Astyanax fasciatus capturados em 2006 e 2007 em cinco pontos de
amostragem: Turvo (T); Barranco Alto (BA); Fama (F); Boa Esperanca (BE), Guapé
(G). Estadios de maturacéo gonadal: 1 = repouso, 2 = maturacao inicial, 3 = maturacao
avancada/maduro, 4A = parcialmente desovada/espermiado, 4B = totalmente

desovada/espermiado.
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A distribuicdo do IGS por periodo de amostragem mostrou uma evidente
sazonalidade no ponto referéncia (T), acompanhando o ciclo de maturacdo gonadal,
com médias variando de 1,6 em julho até 12 em janeiro para fémeas (Fig. 10A). Em BA
e F, as médias do IGS foram menores do que as dos demais pontos na maioria dos
periodos, com valores maximos proximos a 8 durante o pico da estagdo reprodutiva
(Outubro e Janeiro). A mesma tendéncia observada nas médias por ponto (Tabela 2) foi
também detectada em BE e G na maioria dos periodos de amostragem. Diferentemente

das fémeas, nos machos as variacdes do IGS ndo foram pronunciadas (Fig. 10B).
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Figura 10: Distribuicdo sazonal dos indice gonadossomatico (IGS) por periodo de
amostragem para fémeas (A) e machos (B) de Astyanax fasciatus capturados em cinco
pontos de amostragem: Turvo (T); Barranco Alto (BA); Fama (F) ; Boa Esperanca
(BE), Guapé (G) no reservatorio de Furnas em 2006 e 2007.
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4.5. MORFOMETRIA

A analise morfométrica de ovarios em estadios 3 e 4A mostrou uma distribuicdo
préxima de 50% de foliculos perinucleolares e 50% de foliculos vitelogénicos em
peixes do ponto referéncia (T) (Tabela 3). Foliculos perinucleolares predominaram em
fémeas de Barranco Alto (76%) enquanto que nos outros pontos, as percentagens de
foliculos perinucleolares e vitelogénicos ndo foram diferentes das de T. As frequéncias
de foliculos atrésicos foram baixas em todos os pontos de amostragem, variando de 3 a
6% entre os pontos e ndo houve diferenca significativa em relacdo ao Turvo (Tabela 3).
O didmetro medio dos foliculos vitelogénicos foi menor nos peixes de BA, F e BE em
comparacdo com o ponto de referéncia (DFV = 589,90 £ 56,01 pum).

Nos machos, o didmetro médio dos tdbulos seminiferos variou de 151,94 + 3,07
pum no ponto F até 190,47 + 38,15 pm no ponto G, sendo significativamente menor em
F, onde o maior nimero de cistos de espermatocitos e de cistos totais por campo
também foram obtidos. Cistos de espermatogbnias foram menos freglientes nos peixes
BE e G que nos peixes do ponto referéncia (T). Cistos de espermatides ndo foram

significativamente diferentes entre os pontos de amostragem (Tabela 3).

4.6. PROPORGCAO SEXUAL E INTERSEXO

A proporcao sexual (Tabela 2) foi desviada para as fémeas (¥2, p < 0,001) em
todos os pontos de amostragem, exceto em BA (F: M = 1,31: 1) (2, p = 0,22).
Prevaléncia acentuada de fémeas foi detectada em Boa esperanca (3,16 : 1) e Guapé
(6,28 : 1). Em BE e G, também foi detectado intersexo em 31% e 19%, respectivamente,
dos exemplares macroscopicamente classificados como machos capturados durante o
pico reprodutivo em 2006, enquanto nenhum individuo intersexo foi detedtado nos
outros pontos. Neste periodo, o tecido ovariano normal mostrou foliculos perinucleolar
e vitelogénicos (Figura 7) e o tecido testicular tibulos seminiferos com cistos de células
germinativas em diferentes fases de desenvolvimento (Figura 8). Nas gbnadas intesexo,
os foliculos ovarianos estavam organizados em dois padrfes diferentes: (1) distribui¢do
focal com grandes grupos de foliculos perinucleolar e vitelogénicos em focos distintos
no tecido testicular (Figura 11 A e C); (2) distribuicdo multifocal com pequenos grupos
de foliculos perinucleolar em contato direto com as células espermatogénicas nos

tubulos seminiferos (Figura 11 B), com disrup¢do minima da organizacdo tecidual. A
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distribuicdo focal foi o padrdo predominante nas gbnadas intersexo. Espermatozoides
foram observados na regido entre os foliculos ovarianos vitelogénicos (Figura 11 D).
Estruturas separando os tecidos masculinos e femininos nao foram detectados
nos cortes histologicos, com ovocitos e células espermatogénicas em contacto direto
(Figura 11 D e E). No padrdo de distribuicdo focal, devido a seu grande tamanho, 0s
foliculos vitelogénicos ocuparam um espaco consideravel nas segdes testiculares e,
conseqlientemente, causaram distdrbios na estrutura lobular. Foliculos atrésicos também
foram encontrados nas gbnadas intersexo, mas foliculos pds-ovulatorios ndo foram

detectados.
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Figura 11: Intersexo em Astyanax fasciatus. A- Gonada em intersexo com regido
testicular (RT) e ovariana (RO) e distribuicdo focal dos ovécitos, barra 176,92 um; B-
Distribuicdo multifocal dos ovocitos no tecido testicular, barra 72,37 um; C- Gonada
em intersexo mostrado ovocitos em todas as fases de desenvolvimento, barra 217,12
um; D- Detalhe da presenca de espermatozdides e secrecdo no intersticio (I) entre os
grupos de ovocitos, barra 33,06 um; E- Tubulo seminifero contendo células da
linhagem espermatogénica (SP) e epermatozoides (Z) na gbnada intersexo, regido
micopilar (seta), barra 14,88 um. O1/02: ovdcitos previtelogénicos; O4: ovdcito

vitelogénico.
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Tabela 3.
Frequiéncias (%) e didmetro médio de foliculos vitelogénicos, nimero de cistos espermatogénicos por area e didmetro dos tubulos seminiferos em
exemplares de A. fasciatus capturados na estacao reprodutiva em cinco pontos de amostragem do reservatorio de Furnas, em 2006 e 2007.

Turvo Barranco Alto Fama Boa Esperanca  Guapé

Fémeas Foliculos perinucleolares 50,73 +27,84* 76,27 +47,11° 4520+30,55° 42,19 +2294%° 46,71 + 31,72
Foliculos vitelogénicos 49,27 +2451°  23,05+2577° 54,08+2579* 57,81+2834° 5328+27,82°
Foliculos vitelogénicos atrésicos 3,40 + 0,49° 3,28 +0,59° 3,97 + 0,55 4,58 + 0,48 543 +0,79°
Diametro foliculos vitelogénicos (um) 589,90 + 56,01 567,20 + 57,24° 560,80 + 64,51° 561,40 + 54,35" 587,80 + 56,36°

Machos  Cistos de espermatogdnias 9,04 + 6,43 5,77 + 3,41%° 9,80 + 5,56 4,71+ 2,24% 4,02 + 2,92
Cistos de espermatocitos 18,31 +6,17° 20,63 + 5,23 29,55 + 7,75° 19,98 + 4,722 21,55 + 5,20°
Cistos de espermatides 4,37 +2,7° 5,48 + 2,36° 4,64 + 1,86 7,25 + 3,31° 6,70 + 2,64°
Cistos espermatogénicos totais 33,67 +14,67° 3342+1363" 4360+16,20° 3153+11,98° 32,54 +12,26°

Diametro dos tibulos seminiferos (um) 177,86 + 42,97* 175,48 + 42,61* 151,94 +37,63° 173,64 +42,36° 190,47 + 38,15°

Os valores representam média + DP. Em uma linha, letras diferentes indicam diferenca significativa entre os pontos de amostragem, p < 0,05.
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4.7.  Zrp WESTERN BLOT

As analises de imunoblotting (Figura 12) das amostras de figado de fémeas de A.
fasciatus do ponto referéncia (T) apresentaram trés bandas imunorreativas
correspondentes aos mondmeros zrp-o (~70KDa), zrp-p (~50KDa) e zrp-y (~35KDa ).
Baixos niveis de fundo de Zrp foram encontrados nos figados dos machos de T e BA.
Nos machos de F e G, foram detectados 0s mondmeros e zrp-B-y, enquanto apenas zrp-y

foi observada nos machos capturados em BE.
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Figura 12: Immunoblotting para proteinas zona radiata (Zrp) no figado de Astyanax.

fasciatus capturados no reservatério de Furnas. (Std) padrdo de peso molecular; (Linha
1) fémeas do site de referéncia; (linha 2-6) amostras de machos do site de referéncia,
Turvo (T); Barranco Alto (BA); Fama (F); Boa Esperanca (BE) e Guapé (G). Zrp
subunidades (a, ~ 70 kDa; B, ~ 50 kDa; y ~ 35 kDa) foram marcadas com anticorpo
primario de coelho policlonal anti-salmdo Zrp (Biosense) (1:1000). Anticorpo

secundério anti-coelho peroxidase-HRP (Sigma) (1:2500).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo analisou varios parametros, desde o nivel molecular até o
populacional, para avaliar a poluicdo aquatica no reservatorio de Furnas. Esta avaliacao
altamente integrada permitiu uma deteccdo adequada dos efeitos da contaminagédo
ambiental sobre os parametros reprodutivos e de saude de A. fasciatus, sustentando a
utilizacdo desta espécie nativa como bioindicador de impacto ambiental para rios e
lagos na América do Sul.

No geral, nossos resultados indicaram que a exposicdo a residuos da agricultura
e efluentes de esgoto industrial e doméstico sem tratamento no reservatdrio de Furnas
provocou afetou negativamente o desenvolvimento e na biologia reprodutiva de A.
fasciatus. Nao entanto, ndo foram detectadas diferencas significativas nos coeficientes a
e b da relagdo peso-comprimento entre os pontos de amostragem, indicando uma
semelhanca na condicdo geral de salde dos peixes. Além disso, similarmente aos
resultados relatados por Carvalho et al (2009), crescimento isométrico foi obtido no
presente estudo para A. fasciatus no reservatério de Furnas. O crescimento alométrico
negativo também foi obtido para esta espécie em diferentes ecossistemas (Barbieri et al,
1996; Gurgel et al, 2004). Estas diferencas podem estar relacionadas com as condi¢fes
ambientais, perfil genético, alimentacdo e até mesmo com as técnicas de amostragem e
preservacdo dos peixes (Bagenal & Tesch, 1978).

De acordo com as principais respostas bioldgicas obtidas no presente estudo, 0s
pontos de amostragem investigados estdo agrupados, a seguir, em trés padrdes
diferentes: 1) ponto de referéncia (T); 2) BA e F, onde os peixes mostraram falhas de
crescimento e maturacdo gonadal, e 3) BE e G onde foram detectados feminilizacéo e
intersexo. No ponto referéncia (T), A. fasciatus apresentou os melhores indicadores de
salde e de reproducdo que foram semelhantes aos obtidos anteriormente (Carvalho et al.
2009). Embora esta area ndo seja urbana, o recente aumento do turismo nesta regiéo,
indica a necessidade de atencdo especial por parte das instituicdes publicas ambientais
para preservacao de sua ictiofauna

Nos pontos BA e F, o porte dos peixes, as frequéncias dos estadios de maturacéo
gonadal e os valores de IGS sugerem reducdo do crescimento e atraso na maturagédo
gonadal. Essas alterages foram confirmadas nas anélises morfométricas que mostraram
os menores diametros dos foliculos vitelogénicos em ambos os pontos. Além disso, a

prevaléncia de foliculos perinucleolares foi observada no ponto BA, enquanto em F
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foram detectadas as maiores contagens de espermatogbnias e espermatocitos, e 0s
menores diametros dos tubulos seminiferos. Alteracbes no desenvolvimento e
reproducdo tém sido relatadas em varias espécies de peixes expostos aos desreguladores
enddcrinos, tais como o mosquitofish Gambusia sp (Game et al., 2006; Orlando et al,
2007) e o esturjdo branco Acipenser transmontanus (Feist et al, 2005). Recentemente,
Shved et al. (2007, 2008) observaram que tilapias Oreochromis niloticus
experimentalmente expostas ao 17a-etinilestradiol, principal constituinte das pilulas
anticoncepcionais, apresentaram consequiéncias no crescimento e no desenvolvimento
sexual, além de alterages nos niveis de mRNA do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-I) e do horménio do crescimento (GH). Estudos moleculares e genéticos
adicionais sdo necessarios para investigar os efeitos da contaminacdo aquéatica no
reservatorio de Furnas sobre o sistema GH / IGF-1 em A. fasciatus.

Pardmetros de salide como o IHS, K e histofisiologia de drgdos alvo, dentre
outros, tém sido utilizados para avaliar os efeitos de misturas complexas de
contaminantes e para compreender 0s mecanismos dos efeitos integrados dos compostos
quimicos sobre os sistemas biolégicos dos peixes, principalmente em estudos de campo
(Filby et al, 2007). No presente estudo, as maiores médias do IHS detectados nos peixes
capturados nos pontos impactados (BA, F, BE e G) podem ter sido causadas por
acumulos de lipidios hepaticos e pela hipertrofia para a remoc¢édo de substancias toxicas
ou para sintese aumentada de Vtg, Zrp e outras proteinas induzidas por EDCs.
AlteracGes hepéaticas com acumulacdo de lipidios e hipertrofia celular tém sido relatadas
em Varios teledsteos expostos a compostos organicos e metais pesados (Folmar et al.,
2001; Meucci & Arukwe, 2005; Van Dyk et al., 2007; Fishelson et al., 2006). No
presente estudo, a contaminacao por residuos da agricultura e efluentes industriais em
BA e F (IGAM, 2008) pode ser responsavel pela desregulacdo enddcrina e pelos
impactos de saude detectados nos peixes habitantes dessas regides. Esses resultados
indicam a necessidade de quantificar e monitorar os residuos de organoclorados e
metais pesados no reservatorio de Furnas.

Nos locais que recebem esgotos domesticos sem tratamento, a carga de matéria
organica reduziu a qualidade da &gua com um aumento significativo da condutividade,
principalmente no ponto BE. Além disso, nesse ponto também foram registradas
maiores valores de residuos sélidos totais, contendo cerca de 70% de matéria organica

(s6lidos volateis). Em geral, ambientes poluidos por contaminantes organicos mostram
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altos niveis de produtividade (Colinvaux, 1993) e as poucas espécies que sobrevivem
nesses ambientes podem se tornar abundantes tal como A. fasciatus (Alberto et al,
2005). Considerando isso, as maiores medias de K e IGC observadas no presente estudo
nos peixes do ponto BE podem estar refletindo a abundancia de nutrientes associados as
descargas de esgoto domeéstico. Resultados semelhantes foram relatados para A.
fasciatus habitantes de regibes poluidas por esgoto doméstico no rio dos Sinos, e no rio
Camanducaia, Brasil (Schulz & Martins-Junior, 2001; Alberto et al, 2005). Segundo
Filby et al (2007), os xenoestrdgenos de dejetos humanos estdo associados aos residuos
solidos nos esgotos domésticos e causam efeitos adversos na reproducdo e
desenvolvimento de peixes selvagens, portanto, constituem um grave problema
ecologico. Em A. fasciatus, tendéncia de maiores médias de IGS e fregliéncias elevadas
de fémeas maduras foram detectadas nos pontos BE e G, quando comparados aos
demais pontos de amostragem. Varios estudos tém associado essas alteragdes
reprodutivas com crescimento do ovario de forma continua estimulada pela exposi¢do
aos xenoestrogenos, levando a um atraso na mudanca esteroidogénica que desencadeia a
maturacdo final ovocitaria e a desova (Nagahama et al., 1995, Johnson et al. 2008). No
entanto, estudos futuros devem ser conduzidos para investigar esta questdo em A.
fasciatus no reservatdrio de Furnas.

Desvios na proporcdo sexual de cerca de duas fémeas para cada macho tém sido
freglientemente detectados em estudos de campo, principalmente em espécies do género
Astyanax (Barreto et al, 1998; Carvalho et al., 2009) e podem estar relacionadas com a
seletividade de redes de espera utilizadas nas capturas, tal como encontrado nos peixes
coletados nos pontos T, BA e F. No entanto, nds detectamos fémeas consistentemente
mais numerosas do que machos nos pontos BE (6: 1) e G (3: 1). Também nesses pontos
encontramos uma proporcdo elevada de exemplares intersexo (31% em BE e 19% em
G), que ndo sdo consideradas normais em especies gonadocoristicas (Bjerregaard et al,
2006) como A. fasciatus. Gonadas intersexo foram encontradas em varias espécies de
peixes capturados em rios poluidos por EDCs na América do Norte, Inglaterra e Japéo,
assim como no mar Mediterraneo (De Metrio et al., 2003; Urushitani et al. 2007; Hinck
et al, 2009; Jobling et al, 2009). Intersexo também foi descrito em Astyanax
scabrippinis de corregos no sudeste do Brasil (Pereira de Sa et al, 2008) embora ndo
relacionados a polui¢cdo ambiental como no presente trabalho. Os desvios na razdo

sexual e intersexo podem afetar o desenvolvimento e reproducéo da prole (Hutchinson
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et al, 2006; Kidd et al., 2007) e, assim, as populacGes de A. fasciatus no reservatorio de
Furnas poderao ser comprometidas a longo prazo.

A contaminagdo por xenoestrégenos no reservatorio de Furnas foi também
avaliada ao nivel protéico através de analises por immunoblotting das proteinas da zona
radiata (Zrp) em amostras de figado de machos. Devido a resposta rapida e sensivel, a
expressdo de Zrp e capaz de indicar as alteracdes nos niveis mais altos da organizacao
bioldgica (Arukwe et al., 1997). Em estudos experimentais, maior sensibilidade da Zrp
quando comparada com Vtg foi observada em juvenis do salmdo do Atlantico tratados
com diferentes doses de residuos de refinaria de petréleo: estradiol, DDT e de
nonilfenol (Arukwe et al., 1997; Celius et al, 1998; Arukwe & Roe , 2008). Nesses
estudos, a expressao de Zrp foi detectada em baixas doses de EDCs, enquanto a Vtg foi
induzida somente em doses elevadas, indicando uma maior sensibilidade das Zrp na
deteccdo da contaminacdo estrogénica. No presente estudo, analisando os efeitos
populacionais e nos organismos, nds esperavamos encontrar expressao de Zrp nos
machos de BE e G, hipdtese que foi confirmada em nossas analises. Entretanto,
surpreendentemente, expressao significativa das Zrp também foi detectada em machos
do ponto F. Isso pode ser um sinal precoce da contaminacdo por xenoestrogenos
também neste ponto, que recebe dejetos industriais e domésticos das cidades do
entorno. A expressdo de Zrp nos machos dos pontos Fama, Boa Esperanca e Guapé,
adicionada a proporc¢do sexual alterada em favor das fémeas (fenémeno referido como
feminilizac&o) e a ocorréncia de intersexo sdo as primeiras evidéncias de desregulagéo
enddcrina em populacdes selvagens de A. fasciatus e fortemente sugerem que a
contaminacgdo por xenoestrégenos no reservatorio de Furnas esta afetando sua ictiofauna
nativa.

Em resumo, concluimos que A. fasciatus reproduz-se no reservatério de Furnas,
no entanto seu desenvolvimento e reproducdo estdo negativamente afetados por
desreguladores enddcrinos. Medidas urgentes sdo necessarias para tratamento dos
esgotos doméstico e industrial antes do descarte final dos dejetos no reservatorio para
evitar efeitos nocivos sobre as populaces de peixes e reducdo da diversidade de
especies. Além disso, sugerimos que biomarcadores reprodutivos e de salde,
especialmente biomarcadores moleculares como a expressdao de Zrp utilizada no
presente trabalho, devem ser incorporados aos programas de monitoramento do

reservatorio de Furnas, bem como de outros ecossistemas de agua doce da America do
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Sul. Finalizando, o lambari A. fasciatus apresentou respostas efetivas aos biomarcadores
analisados, confirmando a sua utilizacdo como espécie bioindicadora de impacto

ambiental no reservatério de Furnas, especialmente dos desreguladores enddcrinos.



33

6. PERSPECTIVAS DE ESTUDO

Os resultados obtidos no presente trabalho apontam a necessidade de padronizar
e validar metodologias refinadas de monitoramento de poluentes quimicos,
principalmente desreguladores enddcrinos, utilizando espécies nativas como sentinela e
biomarcadores moleculares especificos. Nesse contexto, para o projeto de tese de
Doutorado, propomos a inducdo, purificacdo e producdo de anticorpos especificos anti-
Vg e anti-Zrp de A. fasciatus, seguido por dosagens desses biomarcadores no plasma de
peixes capturados em pontos impactados do reservatorio de Furnas. Os resultados serdo
associados a andlises quimicas da agua e do sedimento, incluindo dosagens de
hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHS) e estrogenos. Dentre os resultados esperados
estdio o desenvolvimento de metodologias para monitoramento ambiental de
ecossistemas de agua doce e os produtos gerados contribuirdo para desenvolvimento
tecnoldgico do pais além de fornecer subsidios para avaliagcbes ecotoxicologicas na
América do Sul.
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7. CONCLUSOES

e A relagdo peso-comprimento mostrou crescimento isométrico para A. fasciatus
em todos os pontos de amostragem com coeficientes de regressdo linear em
torno de 3 (p < 0,05).

e A. fasciatus reproduz-se no reservatorio de Furnas, no entanto, em regides
impactadas por desreguladores enddcrinos seu desenvolvimento e reproducéo
estdo negativamente afetados.

e Nos pontos Barranco Alto e Fama, o menor porte dos peixes, as altas
freqiiéncias de repouso e os IGS reduzidos sugerem reducdo do crescimento e
atraso na maturacdo gonadal.

e Distarbios na proporgdo sexual e individuos intersexo em Boa Esperanca e
Guapé sdo indicativos de disrupcdo enddcrina nos trechos do reservatério de
Furnas receptores de efluentes domésticos nao tratados.

e A expressdo de Zrp nos machos dos pontos Fama, Boa Esperanca e Guape,
fortemente sugerem a contaminacdo por Xenoestrdgenos no reservatorio de

Furnas.
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