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RESUMO
Sabe-se que a poluicdo no meio aquatico pode afetar o potencial reprodutivo

de diversas espécies. Diante disso, objetivou-se avaliar os efeitos causados pela agua
enriquecida com nitrato de chumbo utilizada na ativagéo espermatica, fertilizacéo artificial
e incubacdo de embrides de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris). Foram
realizados dois ensaios, ambos em delineamentos experimentais inteiramente
casualizados, testando cinco concentra¢cdes de chumbo (T1: 0,00; T2: 0,15; T3: 0,30; T4:
0,45; T5: 0,60 mg Pb L-1), com cinco e oito repeti¢cdes, para o primeiro e segundo ensaio,
respectivamente. No primeiro ensaio, a agua enriquecida foi utilizada na fertilizagéo e na
incubacédo artificial dos embribes, e no segundo ensaio, as diferentes concentracdes
foram utilizadas para ativacdo espermatica. Para os parametros avaliados das fémeas foi
observado diferenca (p<0,05) nas taxas de fertilizacao e percentual de larvas normais, a
partir do qual se verificou diminuicdo dos parametros conforme o aumento da
concentracdo de contaminante na agua. No segundo ensaio, observou-se diminuicdo na
motilidade espermatica e velocidade curvilinear somente 10 segundos poés-ativacao
conforme 0 aumento da concentracdo de chumbo na agua, ndo apresentando efeito para
0S outros tempos, sendo assim, verificamos que mesmo nas concentracdes mais baixas

o chumbo interfere na qualidade reprodutiva e causa deformidades larvais.

Palavras-chave: Cinética espermética, metal pesado, normalidade larval, toxicidade.

* Artigo escrito sob as normas da Revista Environmental Pollution
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ABSTRACT

It is known that pollution in the aquatic environment can affect the reproductive
potential of several species. Therefore, the aim was to evaluate the effects caused by water
enriched with lead nitrate used in sperm activation, artificial fertilization process and in the
embryos initial incubation of yellow-tailed lambari (Astyanax lacustris) . Two trials were
carried out, both in completely randomized experimental designs, testing five lead
concentrations (T1: 0.00; T2: 0.15; T3: 0.30; T4: 0.45; T5: 0.60 mg Pb L), with five and eight
repetitions, for the first and second test, respectively. In the first test, enriched water was
used in fertilization and artificial incubation of embryos, and in the second test, different
concentrations were used for sperm activation. For the evaluated parameters of females, a
difference (p<0.05) was observed in fertilization rates and percentage of normal larvae, from
which a decrease in parameters was observed as the concentration of contaminant in the
water increased. In the second test, a decrease in sperm motility and curvilinear velocity was
observed only 10 seconds post-activation as the lead concentration in the water increased,
with no effect for other times, therefore, we verified that even at the lowest concentrations

lead interferes with reproductive quality and causes larval deformities.

Keywords: Sperm kinetics, heavy metal, larval normality, toxicity.
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1. INTRODUCAO

O uso e ocupacdo do solo vem se transformando ao longo do tempo,
passando de uma ocupacao particularmente agricola ao surgimento das cidades. As
atividades humanas, denominadas econdmicas, alteram o meio ambiente e sua
capacidade de resiliéncia, dificultando o seu potencial de absor¢ao de impactos (Silva,
2017). Atualmente, a mineragdo e o agronegdécio sdo as atividades econdmicas
basicas da economia mundial (Fernandes e Araujo, 2016), sendo a mineracdo uma
das bases do PIB nacional e tratada pelo Estado brasileiro como uma atividade de

interesse publico, visto o retorno econdémico que proporciona (Candido, 2018).

No ano de 2021, o setor mineral apresentou aumento de 62% no faturamento
em relagcdo a 2020 (IBRAM, 2022), e no primeiro semestre de 2023, foi registrado um
aumento de 6% no faturamento considerando o0 mesmo periodo de 2022, totalizando
120 bilhdes de reais (IBRAM, 2023), evidenciando a importancia dessa atividade para
a economia brasileira. Além disso, a mineracéo € a principal atividade economica em
muitos paises em desenvolvimento (Jhariya e Choraisia, 2010), produzindo grande
guantidade de poluentes, causando diversos danos ambientais ao redor do mundo
(Sumi et al., 2001 Kitula, 2005; Jhariya e Thakur, 2016; Soares et al., 2019), assim

como aconteceu com a regido do Vale do Ribeira.

A atividade mineradora teve seu inicio em S&o Paulo, no Vale do Ribeira
(Germani, 2002), regido que durante muitos anos foi conhecida nacionalmente como
a maior produtora de chumbo no pais, sendo responsavel pela producdo de todo o
minério de chumbo gerado no Brasil na década de 1950 (Cunha, 2003). Ao longo de
todo o seu desenvolvimento, percebe-se que pouco foi feito para conciliar a mineragao
com a conservacao dos ecossistemas naturais. A mineracao foi desenvolvida de forma
intensa e incipiente em toda a regiao do Vale do Ribeira, sem restricdes legais e nem
delineamento adequado, gerando uma degradacdo excessiva em toda a bacia
hidrogréafica do rio Ribeira de Iguape (UGRHI 11 — Unidade de Gerenciamento de
Recursos Hidricos — Sao Paulo), visto que os lancamentos de residuos de mineracao

eram despejados diretamente nos rios (Cassiano, 2017).

A extracdo de minerais metalicos influencia fortemente na degradacdo do
meio ambiente, por produzir residuos enriguecidos, como 0s metais potencialmente
toxicos e intensificar a liberagdo destes elementos no meio ambiente (Salomons,

1995). Algumas empresas brasileiras de mineragcdo depositaram, por
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aproximadamente 40 anos no Rio Ribeira de Iguape, residuos do tratamento de
minério (Guimardes, 2007), e segundo a CETESB (1986), aproximadamente 5,5
toneladas de elementos toxicos como o chumbo, cobre, cromo, zinco e cadmio eram

lancadas no ambiente todos os meses.

Os principais problemas causados pela mineragcdo remetem a poluicdo da
agua, poluicdo do ar, sonora, e subsidéncia do terreno, afetando fauna, flora e
comunidades locais direta e indiretamente (Farias, 2002). Os metais potencialmente
toxicos representam os elementos mais prejudiciais que podem ser incorporados e
acumulados na biota (Morgano et al., 2005), atribuindo-lhes muitas vezes, as
propriedades de bioacumulacgéo, biomagnificacdo na cadeia alimentar, persisténcia no
ambiente e disturbios metabdlicos dos seres vivos (Parini, 2017), podendo causar
alteracdes fisioldgicas, estruturais e ultraestruturais, prejudicando diversas espécies
(de Cristo, 2017).

Dentre os diversos mecanismos de acdo ligados a nocividade desses
poluentes, destaca-se a capacidade de desregulador do sistema enddcrino (Zhang et
al.,, 2018), causando distarbios hormonais e alteracbes em diversos processos
fisiolégicos que possuem mecanismos influenciados por horménios (Schlumpf et al.,
2004; Hutchinson et al., 2006; Shahjahan et al., 2022). Alguns metais, como por
exemplo o chumbo, sdo classificados como metaloestrogenos, pois interferem em
horménios estrogénicos, agindo como agonistas nas ligacées dos receptores (Darbre,
2006). Outros metais possuem a capacidade de interagir diretamente no eixo
hipotalamo-pituitaria-gonadal, liberando horménios luteinizantes (Thomas e Khan,
1997). De modo geral, acabam interferindo desde o nivel molecular até o nivel
sistémico (Yan et al., 2012; Dzieweczynski & Hebert, 2013; Javed e Usmani, 2019).

Diante disso, a poluicdo no meio aquatico afeta também o desenvolvimento
reprodutivo de diversas espécies (Kime, 1995). Nos peixes teledsteos com fertilizacdo
externa, assim que ocorre a desova, 0s gametas sédo lancados no ambiente para que
aconteca a fertilizagcdo. Nesse momento, 0s gametas estao expostos a diversos tipos
de contaminantes presentes na agua, entre eles, alguns elementos tdxicos como o
chumbo e outros metais pesados. Desse modo, é possivel que ocorra a interacado
entre 0os poluentes da agua com a micropila dos odcitos, impedindo que o
espermatozoide penetre no odcito (Kime e Nash, 1999). Outros problemas sé&o

observados para a morfologia e a motilidade espermética, os quais interferem
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diretamente nos valores das taxas de fertilizacao (Kime et al., 1996; Kime et al., 2001,
Singh et al., 2008).

Visto que diversas minas despejaram rejeitos na bacia do Rio Ribeira de
Iguape, em toda sua extensao, do inicio ao fim de suas atividades (Cassiano, 2017),
e gque mesmo apos cessar as atividades mineradoras, o rejeito permanece no meio
por décadas em um cenério de areas degradadas (Salomons, 1995; Cunha, 2003),

diversas espécies estdo sujeitas a contaminacdo por esses elementos atualmente.

pY

Dentre as espécies presentes na UGRH 11 que estdo sujeitas a essa
contaminacao, esta o lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris) sinonimia de A.
altiparanae (Figura 1) (Lucena e Soares et al., 2016). O grupo dos lambaris apresenta
um importante papel ecoldgico na cadeia alimentar dos ecossistemas de aguas
interiores, pois sdo predadores essenciais para as larvas de insetos e um dos
principais constituintes da dieta de peixes carnivoros, de modo que a diminui¢do desse
recurso pesqueiro, provoque a diminuicdo das populacdes de espécies carnivoras
(Garutti, 2003).

Figura 1. Exemplar adulto de Astyanax lacustris. Foto: Eduardo A. Sanches

7

Astyanax lacustris pertence a familia Characidae, € a maior na ordem
Characiformes, totalizando 65% das espécies nesta ordem, com ampla distribui¢cdo na
Bacia do Alto Rio Parana (Langeani et al., 2007). E uma espécie de pequeno porte,
com grande plasticidade tréfica e com amplas possibilidades de mercado, destacando

o litoral paulista em relacéo as demais regides, visto que a demanda por isca-viva para
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a pesca esportiva local cresce cada vez mais, principalmente no apice do verdo em
gue o turismo da pesca aumenta, além de possuir mercado para o consumo humano
(Silva et al., 2011a; 2011b; Yasui et al., 2020).

Diversos trabalhos relatam a influéncia dos metais pesados na reproducéo de
peixes (Kime, 1995; Sumpter, 1997; Yamaguchi et al., 2007; Boyle et al., 2008; Hilbig
et al., 2008; Celino et al., 2009), fazendo mencao as influéncias dos contaminantes
sobre a qualidade dos gametas (Kime et al., 1996; Lahnsteiner et al., 2004), sobre a
fertilizacdo dos odcitos (Rurangwa et al., 1998; Witeck, 2011), qualidade das larvas
(Jezierska et al.,, 2000; Sarnowski, 2004) e nos diferentes estagios de
desenvolvimento dos embrides (Johnson et al., 2007; Zhang et al., 2012; Witeska et
al., 2014; Wang et al., 2020).

Entretanto, poucos estudos utilizam o chumbo como contaminante (Jezierska
et al., 2000; Lahnsteiner et al., 2004; Yamaguchi et al., 2007; Hilbig et al., 2008) e,
segundo Taslima et al., (2022), ainda ndo h& estudos sobre a influéncia do chumbo
na reproducao de A. lacustris e devido a sua importancia econémica para a regido do
Vale do Ribeira, se faz necessario conhecer os niveis de toxicidade no processo de
reproducdo da espécie, visando uma melhor fiscalizacdo quanto aos niveis de
contaminacao toleraveis e suas consequéncias ao meio ambiente. O presente estudo
avaliou os efeitos da toxicidade do chumbo na agua para reproducédo do lambari-do-

rabo-amarelo (Astyanax lacustris).

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar os parametros reprodutivos do lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax

lacustris) em &gua enriquecida por nitrato de chumbo em diferentes concentracdes.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar efeito do chumbo na qualidade espermatica de A. lacustris.

e Avaliar os efeitos nas taxas de fertilizacdo dos odcitos, eclosdo de embrides e

normalidade larval.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Generalidades
3.1.1. Acomodacéo e selecdo dos reprodutores

Foram adquiridos exemplares de A. lacustris provenientes de uma piscicultura
comercial do municipio de Cananeia, Sao Paulo, Brasil, e posteriormente levados para
a Faculdade de Ciéncias Agrarias do Vale do Ribeira (FCAVR) da Unesp, Registro,
Séo Paulo, Brasil.

Os exemplares adquiridos foram mantidos em um tanque de 10 m3 contendo
bioflocos, localizado no interior de uma estufa com o intuito de evitar perda de calor.
O sistema era composto por aeracdo continua, temperatura controlada com uso de
resisténcia elétrica de cobre (2000 W) e uma lampada fluorescente para controle de
horas de luz (13h dia?). Os animais foram alimentados diariamente com dieta
comercial na forma extrusada (36% de PB, 2,6 mm), até a saciedade aparente.

Ap0ds cinco meses nesse sistema de criagcdo, 54 exemplares (41 machos e 13
fémeas) foram selecionados baseando-se nas caracteristicas de maturacao
secundarias, sendo, abdémen abaulado e macio para as fémeas e espiculas na
nadadeira anal para os machos. Posteriormente foram transportados para o
Laboratério de Aquicultura da FCAVR, onde foram pesados e separados por sexo em
caixas d’agua circulares (0,5 m3 com 1,24m de didmetro), contendo aeracao
constante por meio de sopradores de ar, e temperatura controlada por termostatos
100W.

3.1.2. Indug&o hormonal

Todos os exemplares foram submetidos ao protocolo de inducédo hormonal
utilizando o extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC). Para o preparo da solucdo do
EBHC, as hipéfises foram diluidas em soro fisiol6gico (NaCl 0,9% - 0,5 mL kg?). As
fémeas receberam duas dosagens hormonais de forma intramuscular na base da
nadadeira peitoral, sendo a primeira dose preparatéria de 0,5 mg de EBHC kg™ de
peso vivo e, apés doze horas, a dosagem final de 5,0 mg EBHC kg de peso vivo
(Abreu et al., 2021). Os machos receberam dose Unica de 2,5 mg de EBHC kg%, que
ocorreu duas horas antes da segunda dosagem das fémeas, possibilitando a coleta

dos gametas masculinos antes da coleta dos oo6citos, com o objetivo de minimizar a
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perda da viabilidade dos o6citos apos a coleta (Sanches et al., 2011).
3.1.3. Extrusao

Apos 180 horas-grau, os exemplares foram anestesiados em &agua
contendo eugenol (50 mL L), contidos e secos com papel toalha (Bombardelli et al.,
2006). Em seguida, realizou-se a extrusdo dos machos e fémeas, através de
massagem na regiao ventral no sentido encéfalo-caudal para a coleta dos gametas

masculinos e femininos.

A coleta de sémen foi realizada com o auxilio de uma micropipeta automatica
(10 pL), e em seguida foram acondicionados em microtubos (1,5 mL) contendo 20 pL
de solugdo salina balanceada de Hank’s (INLAB Ltda.) na concentragdo de 9,5 g.L*
(diluidor), com o intuito de evitar possiveis contaminacées com urina e agua conforme
metodologia adaptada de Yasui et al. (2015). Considerando que o0 sémen perde
gualidade se estocado in natura em longo prazo, o mesmo foi coletado e estocado em
caixas de isopor contendo gelo e em seguida manipulados para formacéo do pool
(Sanches et al., 2013).

Os odcitos foram coletados de cada fémea separadamente em placas de Petri
envolvidas com plastico filme, a fim de evitar a aderéncia ao vidro. Em seguida foi
realizada a pesagem (x 0,01 g) dos odcitos de cada fémea. Amostras de 0,1 g foram
fixadas em formol 10% para posteriores calculos de produtividade por fémea. Os
primeiros odcitos, assim como a primeira gota de sémen, foram descartados para

evitar possivel contaminacéao por urina e fezes (Brooks et al., 1997).
3.1.4. Exposicao e concentracdo de Pb na agua

As concentracfes de chumbo na dgua seguiram o proposto por Hilbig et al.,
(2008), e para isso foi preparada uma solugdo-mae com 13 mg de nitrato de chumbo
(PbNO3)2 diluido em 1 litro de agua do sistema (ABNT/NBR 15499/2015). Em seguida,
foram retirados 94 mL,188 mL, 282 mL e 376 mL e transferidos para os aquarios,

alcancando as concentracdes de 0,15, 0,30, 0,45 e 0,60 mg Pb L™, respectivamente.

A quantificacdo do chumbo na &gua foi realizada por espectrofotometria de
absorcdo atdmica pelo Laboratorio A3Q Ltda. O método consiste na técnica
espectroanalitica para determinar quantitativamente elementos baseados na absorcao

da radiacdo por atomos livres no estado gasoso (Welz e Speling, 2008).
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3.2. Delineamento experimental
3.2.1. Ensaio 1: Efeito do chumbo na fertilizagéo dos zigotos

Neste ensaio, utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado composto
por cinco tratamentos (T1 =0,0 mg Pb L1, T2=0,15mg Pb Lt, T3 =0,30 mg Pb L,
T4 =0,45mg Pb L* e T5 = 0,60 mg Pb L) e cinco repeticdes, representadas pelas
incubadoras (peneira pléastica - @ 0,5 mm) contendo 0,05 mL de odcitos. As diferentes
concentracfes de chumbo foram utilizadas na dgua empregada para a fertilizacéo dos

oQcitos e também para a sua incubacéo artificial.

Para isso, foram utilizados 15 reprodutores, sendo 12 machos e 3 fémeas.
Ambos foram alocados previamente em caixa d’agua de 500 L isenta de contaminante,
com aeracao constante e temperatura controlada. Apos a inducdo hormonal, foi
coletado um pool de odécitos proveniente das fémeas e um pool de sémen proveniente
de todos os machos que apresentaram, durante andlise subjetiva prévia, motilidade
acima de 50%.

As fémeas utilizadas no pool de fertilizacdo apresentaram peso médio de 13,29
g + 1,17 e um total de 7,29 g de odcitos (Tabela 1). Os pardmetros reprodutivos nesse
estudo, obtiveram valores de fecundidade relativa esperados para a espécie (Sato et al.,
2006; Pinheiro, 2017; Bailly et al., 2018).

Tabela 1. Parametros reprodutivos das fémeas de A. lacustris.

Fémea Peso (9) Pesodos  Quantidade de Fecundidade Fecundidade Absoluta
odcitos (g)  odcitos em 0,5 Relativa
g
1 12,14 1,99 298 488,5 5930,2
2 14,47 2,41 281 468,0 6772,1
3 13,25 1,94 274 401,2 5315,6
Méd.+DP  13,29+1,17 2,11+0,26 284,33+12,34 452,56 + 45,66 6005,97 + 731,20

Fecundidade Relativa: (quantidade de odcitos/ grama de fémea); Fecundidade absoluta:
(odcitos/fémeas); Méd. £ DP = média + desvio padrao.

Foi coletado 0,05 mL de odcitos para fertilizacdo com uma quantidade de 20 pL
de sémen para todas as amostras (Pereira-Santos et al., 2017). Apos a fertilizacao, foi
realizada a ativacdo dos odcitos com 5 mL de agua proveniente de cada tratamento e

posteriormente, foram transferidos para incubadoras individuais alocadas em aquarios de
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7 L (volume util de 5 L) com um sistema de aeracao constante, temperatura controlada
em agua também enriquecida por chumbo (Figura 2).

&7 g g’% Fertiliza¢ao / Incubagao
4 ﬁ q ,\l\ q
3. g?" T3=0,30
Jd L mg Pb L?
& /'\ S &
Indugao hormonal Pool de sémen e de ovocitos /

para fertilizagao T4 = 0’45
mg Pb L

Figura 2. Representacdo do ensaio 1. Pipetas e aquarios coloridos representam as
diferentes concentracfes de chumbo na agua.

Oito horas apés a fertilizacao (fechamento do blastoporo — 26 °C), todos os
embrides de todas as incubadoras foram retirados para estimativa das taxas de
fertilizagdo (228 + 21 embrides/incubadora). Os embrides foram transferidos para
camaras de vidro e classificados em embriGes viaveis (EV) e embrides ndo viaveis
(EN), considerando os embrides viaveis fertilizados como os translicidos que
apresentavam desenvolvimento embrionario normal, e os embrides ndo viaveis,
aqueles com coloracdo esbranquicada ou opaca. Os percentuais das taxas de
fertilizagdo (TF) foram calculados através da formula: TF (%) = 100 * (EV / (EV + EN)).

Apos a eclosdo, todas as larvas (LA) foram retiradas das peneiras e
transferidas para a camara de vidro para contagem em estereomicroscopio binocular
(objetiva de 10x), em que foi estimada a taxa de ecloséo (TE), através da féormula: TE
(%) = 100 * (LA / Numero total de embribes de cada incubadora) e taxa de
eclodibilidade (TEO), em que TEO (%) = 100 * (LA/ EV). Foi realizada a classificagédo

em relagdo a sua morfologia, considerando larvas normais (LN) as que néo
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apresentaram nenhum tipo de alteracdo morfologica e larvas defeituosas (Figura 3a)
(LD) as que apresentaram alguma deformidade (Figura 3b), dificuldade na
movimentacéo ou dificuldade de romper o cérium (Figura 3c). O percentual da larvas
normais foi realizado através da férmula: LN (%) = 100 * (LN / (LN + LD)).

Os parametros fisico-quimicos como: temperatura (°C), pH, amdnia (mg L1),
nitrito (mg L) e oxigénio dissolvido (mg L), foram medidos duas vezes ao dia na

agua utilizada na fertilizacéo e incubacéo dos embrides.

Figura 3. Larva normal (a); larva com deformidade morfoldgica (b) e larvas que apresentaram

dificuldade para romper o corium (c).

3.2.2. Ensaio 2: Efeito do chumbo na cinética espermética

Este ensaio também foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
composto por cinco tratamentos (concentracdes de Pb na agua) e oito repeticdes,
representada pelos machos. As diferentes concentragdes foram utilizadas como
solucdes ativadoras da motilidade espermatica. Para isso, os machos foram
previamente alocados em uma caixa de 500 litros isenta de chumbo, com aeragao

constante e temperatura controlada (26 °C £ 0,4).

Os exemplares foram induzidos hormonalmente e em seguida foi realizada a
extrusdo dos gametas. O sémen foi ativado individualmente com as diferentes
concentracfes de chumbo (Figura 4) e os parametros espermaticos foram avaliados
pelo método computadorizado, utilizando um software de codigo aberto (Wilson-Leedy
e Ingermann, 2007).
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Figura 4. Representacdo do ensaio 2. Pipetas coloridas representam as

diferentes concentracfes de chumbo na agua.

Os videos foram gravados com auxilio de uma camera digital Basler acA640-

120gc (http://www.baslerweb.com). Para tal, 0 sémen ativado foi levado rapidamente

a um microscépio bioldgico trinocular (SolaristBel) em objetiva de 10x, conectado ao
computador (CPU Intel (R) Core (TM) i5-10210U @ 1,60 GHz, 2,11 GHz, 8 GB de
Ram) com sistema operacional Microsoft Windows 11°. As andlises foram realizadas
conforme procedimentos detalhados por Sanches et al. (2010; 2013), entre 10s e 50s
pés ativacdo em 1s de video (100 frames) por meio do software livre ImageJ/plugin
CASA. Os parametros avaliados foram: percentual de motilidade espermética (MOT),
velocidade curvilinear (VCL), velocidade média de deslocamento (VAP), velocidade
em linha reta (VSL), retilinearidade (STR), oscilacdo (WOB), progressao (PROG) e
frequéncia do batimento transversal (BCF). As configurac¢des utilizadas no programa
para avaliacao foram adaptadas de Sanches et al. (2013) e Pinheiro et al. (2021), sendo
os valores de 1, 6 e 15um s para VSL, VAP e VCL, respectivamente, utilizadas como
velocidades minimas para considerar uma célula mével.

Para a avaliacdo e mensuracdo das taxas e alteracbes morfologicas, uma
amostra de sémen de cada tratamento foi fixada 1:1000 (sémen:formol salino
tamponado - 4,6%) contendo 10 uL de rosa de Bengala (adaptado de Streit Jr. et al.,
2004; 2006; Bombardelli et al., 2010). Em seguida, foi realizado o processamento das
laminas (Sanches et al., 2016), e foram avaliadas trés areas com 200 células cada. A

analise foi realizada em microscopio de luz objetiva de 60x e as células foram
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classificadas em espermatozoides normais e defeituosos (Streit Jr. et al., 2009).

3.3. Analise Estatistica

Todos os parametros avaliados foram submetidos a anélise de variancia (one-
way ANOVA) a 5% de significancia. Os pressupostos de homogeneidade dos residuos
(Shapiro-Wilk) e homocedasticidade das variancias (Levene) foram checados. Em
caso de efeito significativo, foi aplicada a andlise de comparacdo de médias de
Duncan ao mesmo nivel. Conforme o comportamento dos dados, foram utilizadas
analises de regresséo linear e em caso de dados nao paramétricos (heterocedastico
e ndo homogeneos), foi realizado teste de comparacdo de Kruskal-Wallis. Dados
considerados out-liers (distancia de cook >4/n) ndo foram considerados nas analises
conforme Cook (1977) e Altman e Krzywinski (2016). Para os dados da taxa de
motilidade ao longo do tempo, aplicou-se analise de regressédo néo linear pelo modelo
senoidal (y=1/(1-a*exp(-x*b)). Para os dados de taxas de fertilizacdo, aplicou-se
analise de regressao

segmentada (y=constant-slopel*x-slope2*(x-

Breakpnt)*(x>Breakpnt)).

4. RESULTADOS

4.1. Parametros fisico-quimicos

As caracteristicas da agua permaneceram estaveis durante o experimento

(p<0,05), apenas valores de amonia encontrados aumentaram conforme a concentracao

de chumbo na agua, apresentando efeito na comparacao das médias (Tabela 2).

Tabela 2. Qualidade de agua (média *
experimental.

desvio padrdo) ao longo do periodo

Tratamento Temp. (°C) pH O.D (mgL?)  NHs3N (mgL?) NO, (mgL™?)
Controle 26,4+ 0,15 7,9+0,02 6,0 + 0,04 0,5+0,10? 50+1,19
0,15mgPbL' 26,4+0,06 7,8 0,05 6,0+ 0,13 0,7+0,122 6,0+ 0,10
0,30mgPbL! 26,5+0,10 7,8+0,10 6,0 + 0,04 0,8+0,19° 5,7 + 0,46
0,45mgPbL? 26,3+0,17 7,8 £0,06 6,0 + 0,07 0,9 £ 0,06° 53+0,32
0,60mgPbL! 26,6+0,25 7,8+0,10 6,1+0,12 0,9 £0,02° 45+0,51
Fe p-valor F(4;1o):1,28; F(4;1o)= 0,66; F(4;1o)=0,60; F(4;1o)=4,91; F(4;1o)=2,66;
p=0,34 p=0,64 p=0,67 p=0,02 p=0,10

Temp.: Temperatura; O.D: Oxigénio Dissolvido; NH3N: Am&nia; NOz™: Nitrito.
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4.2. Fémeas

Para as taxas de fertilizacédo, eclosédo, eclodibilidade e normalidade das larvas,
foram realizadas as contagens totais de cada incubadora de cada tratamento. Foi
observado maiores taxas de fertilizagdo nos tratamentos com menores concentra¢des do
contaminante, apresentando tendéncia negativa com o aumento da concentracdo na
agua (Figura 5a).

O mesmo comportamento foi observado para as taxas de normalidade larval, e
em funcdo do comportamento dos dados para as duas taxas, realizou-se uma analise de
regressdo segmentada (Figura 5b). Nao houve efeito significativo para as taxas de
ecloséo e eclodibilidade.
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Figura 5. Percentual de fertilizacdo (a) e larvas normais (b) de A. lacustris em diferentes concentra¢cées de chumbo.
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4.3. Machos

Para parametros espermaticos nédo verificou-se diferencas significativas (p>0,05)
para a analise de variancia entre os tempos de 10, 20, 30, 40 e e 50 segundos pos
ativacao. Desta forma, optou-se por apresentar os dados (média + desvio padréo) de 10
e 50s poés-ativacdo (Tabela 3 e 4). Porém, para as taxas de motilidade e velocidade
curvilinear (VCL) houve uma tendéncia de queda signficativa dos valores (p<0,05) para
10s pos-ativacdo com regressao linear negativa (Figura 7 e 8). Além disso, verificou-se
ao longo do tempo pés-ativacdo um comportamento senoidal das taxas de motilidade
para cada tratamento ao longo de todo tempo pés-ativacdo, em que o tratamento com
0,60 mg Pb Lt inicialmente estava um pouco abaixo das demais curvas, porém tornando-

se semelhante na sequéncia (Figura 6).

90

Modelo y—100/( -a*exp™)
0,00: y=100/(1+0,1919*exp* **%) |
0,15: y=100/(1+0,2232*exp!?%633))
')
')
)
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~
o

[¢2]
o

(o))
o

Taxa de motilidade (%)
w N
o o

N
o

o
o

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo poés-ativacao (s)

Figura 6. Curvas de motilidade espermatica obtidas entre 10 e 50 segundos pos
ativacdo em diferentes concentracdes de chumbo utilizada na solucdo ativadora dos

espermatozoides de Astyanax lacustris.
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Tabela 3. Parametros espermaticos (média + desvio padrdao) em 10 segundos pGs ativagdo de machos de Astyanax lacustris
utilizando diferentes concentracdées de chumbo.

Niveis de chumbo (mg L?) ANOVA

Parametros 0,00 0,15 0,30 0,45 0,60 Geral F e p-valor

MOT (%) 73,73 + 8,97 66,89 + 13,16 67,24 £ 9,94 68,6 + 9,8 57,45 + 9,05 66,84 + 11,06 Fus33=2,27; p=0,08
VCL (um s?) 57,72 + 1,97 58,35 + 2,07 57,2+1,93 56,96 + 2,03 55,5+ 1,22 57,14+ 2,01 F:20=2,27; p=0,09
VAP (um s?) 35,05+ 1,99 35,49 + 1,49 34,71+ 1,75 34,94 + 2,23 34,23+2,24 34,86+ 1,9 F:32=0,42; p=0,80
VSL (um s?) 33,43 +1,98 33,91 +1,43 33,21 +1,69 33,44 + 2,16 32,71+2,14 33,32+1,84 F:32=0,39; p=0,81
STR(%) 95,48 + 0,54 95,5+ 0,42 95,66 + 0,45 95,89 + 0,32 95,58 + 0,38 95,62 + 0,43 F:33=1,06; p=0,39
WOB(%) 59,34 + 3,57 61,28 + 3,04 60,58 + 3,12 60,6 + 2,86 60,31+ 2,54 60,45 + 2,93 F:33=0,40; p=0,81
PROG (um) 521,72 £ 30,84 530,6 +20,94 51854 +26,01 521,43+32,65 510,81+3299 520,3+28,19 F@32=0,45; p=0,77
BCF (Hz) 441+ 1,22 4401 +1,31 44,28 £1,29 44,03 £ 1,46 44 46 + 0,97 44,18 £ 1,21 F.35=0,19; p=0,94

MOT (%): percentual de motilidade espermatica; VCL (um/s): velocidade curvilinear; VAP (um/s): velocidade média de deslocamento; VSL (um/s):
velocidade em linha reta; STR (%): retilinearidade; WOB (%): oscilagéo; PROG (um): progresséo; BCF (Hz): frequéncia do batimento transversal.

Tabela 4. Parametros espermaticos (média + desvio padrdo) em 50 segundos pGs ativacdo de machos de Astyanax lacustris
utilizando diferentes concentracées de chumbo.

Niveis de chumbo (mg L?) ANOVA

Parametros 0,00 0,15 0,30 0,45 0,60 Geral F e p-valor

MOT (%) 16,79 +13,08 14,45+1156 16,16+ 12,54 17,03+ 11,39 15,99 + 10,52 16,08 + 11,27 F:35=0,06; p=0,99
VCL (um s?) 35,73 +2,52 34,49 + 1,89 35,06 + 2,86 34,15+ 2,51 34,42 + 2,23 34,77 + 2,37 F:35=0,65; p=0,71
VAP (um s) 19,54 + 0,89 18,61 +1,33 18,88 + 1,89 18,36 + 1,73 18,16 + 1,52 18,71+ 1,51 Fu:35=1,00; p=0,42
VSL (um s?) 18,5+ 0,83 17,72+ 1,31 17,99 + 1,83 17,47 + 1,68 17,28 + 1,50 17,19 + 1,46 F:35=0,85; p=0,51
STR(%) 94,71 + 0,83 95,18 + 0,51 95,32+ 0,54 95,12 + 0,55 95,06 + 1,09 95,08 + 0,73 F:35=0,77; p=0,55
WOB(%) 55,01 + 2,97 54,13 + 3,08 54,11 +5,12 53,85 + 3,98 53,13 + 4,33 54,05 + 3,82 F:35=0,23; p=0,92
PROG (um) 288,63 £ 12,95 276,22 + 20,27 280,07 £28,55 271,07 +25,34 270,16 +22,65 277,23 +22,45 F35=0,89; p=0,48
BCF (Hz) 43,56 + 1,46 4411 + 1,48 4351+24 44,67 + 1,51 437 +1,78 4391 +1,73 Fu:35=0,61; p=0,66

MOT (%): percentual de motilidade espermatica; VCL (um/s): velocidade curvilinear; VAP (um/s): velocidade média de deslocamento; VSL (um/s):
velocidade em linha reta; STR (%): retilinearidade; WOB (%): oscilacdo; PROG (um): progresséo; BCF (Hz): frequéncia do batimento transversal.
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Figura 7. Velocidade curvilinear obtida em 10 segundos (a) e 50 segundos (b) pds ativacao

em diferentes concentracbes de chumbo

espermatozoides de Astyanax lacustris.

utiizada na solugdo ativadora dos

5. DISCUSSAO
O presente estudo mostrou que tanto fémeas quanto machos de A. lacustris

expressaram algum disturbio reprodutivo relacionado a adicdo do chumbo na agua.
Assim como ja relatado para algumas espécies de peixes (Vanzetto, 2014; Braga et al.,
2021), a exposicdo aos poluentes acumulados na agua é responsavel por um elevado
namero de alteracdes cromossdmicas, sendo capaz de alterar e danificar o DNA das
células dos animais. Sanchez et al., (2017) indicam também que a exposi¢cdo ao chumbo
pode levar a modificacbes epigenéticas que serdo transmitidas para as préximas
geracdes, alterando os perfis de metilacdo do DNA, evidenciando a influéncia dos

contaminantes a nivel molecular.

Ferreira (2021) avaliou os efeitos subcrénicos do chumbo em parametros
reprodutivos de Astyanax bimaculatus e observou que as diferentes concentracées do
contaminante foram responsaveis por efeitos deletérios na gametogénese com reducgéo
do indice gonadossomatico, atrasando a maturacdo gonadal com desequilibrio hormonal

e posterior interferéncia na fertilizacao.

Além disso, ja foram observados em outros estudos, diversas anomalias
durante a clivagem, com blastdmeros desiguais e distribuidos de forma irregular,

apresentando blastula deformada e interferéncia na fase de organogénese dos embrides
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(Jezierska et al., 2009). A influéncia dos metais durante o desenvolvimento embrionario
(Stominska 1998; tugowska e Jezierska 2000; tugowska 2005) indica atrasos na
organogénese, sendo observada uma forte influéncia dos metais imediatamente apods a

fertilizacdo, no periodo de hidratacdo dos gametas.

Os ovos de peixe absorvem agua pelo espaco perivitelino e acabam
aumentando seu tamanho, porém, no momento em que a membrana ainda se encontra
permeéavel, os ions metalicos podem entrar no embrido, alterando sua estrutura e a
permeabilidade do cérium (Jezierska e Witeska, 2009). Além dessa caracteristica, o
chumbo liga mucopolissacarideos para a membrana, alterando a permeabilidade e as

trocas de ions entre o fluido perivitelinico e o ambiente externo (Stouthart et al.1994).

A causa na reducdo nas taxas de fertilizacdo encontradas nesse experimento
podem ser explicadas pelos danos causados pelo chumbo sobre as membranas dos
gametas (Brooks et al., 1997), por possiveis interagdes entre o poluente e a micropila,
podendo impedir a entrada do espermatozoide (Kime, 1995) e também pelos efeitos dos

metais nas divisbes mitéticas (Kapur e Yadav, 1982).

A relagéo de diminuicdo de larvas normais com o aumento das concentragdes
de contaminantes ja foi relatada em diversos estudos (Sfakianakis et al., 2015; Taslima
et al., 2022), assim como a diminuicdo na taxa de fertilizacdo (Reinardy et al., 2013;
Hayati et al., 2017; Garriz e Miranda, 2020), considerando que o desenvolvimento de
embrides e larvas, geralmente, sdo as fases mais sensiveis do ciclo de vida, pois estao

suscetiveis a todos os tipos de poluicdo ambiental de baixo nivel (Hallare et al., 2005).

Os efeitos iniciais da poluicdo por metal pesado podem ser identificados em
niveis celulares e teciduais antes mesmo de mudancas comportamentais ou fenotipicas
(Moyle e Cech, 1988), entretanto, estas sdo mais facilmente estudadas. Os danos os
danos causados pela exposi¢cdo aos contaminantes ja podem ser identificados no inicio
do desenvolvimento embrionario, com divisdes celulares irregulares, distor¢des na
coluna vertebral e elevacéo precoce da cabeca e cauda (Meinelt e Staaks, 1992). Osman
et al., (2007) ao submeter embrides de bagre-africano, Clarias gariepinus, em diferentes
concentracbes de chumbo, observaram diferentes danos na coluna vertebral,
classificando-os em escoliose (curvatura lateral), lordose (curvatura dorsoventral), cifose
(curvatura ventrodorsal) e corpo em forma de C, além de atraso na eclosdo conforme o
aumento das concentracdes de Pb e incapacidade dos embries de romper o corion. Os

mesmos danos na coluna vertebral ja foram relatados em outras espécies de peixes,
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como carpas e peixe-zebra expostos ao chumbo (Holcombe et al., 1976; Ozoh, 1979;
Stouthart et al., 1994; Jezierska et al., 2000).

As alteragc6es morfolégicas podem interferir diretamente na notocorda, afetando
a ontogenia, tanto na porcdo do tubo neural, quanto no desenvolvimento normal das
vértebras, gerando um impacto letal e mortalidade selecionada de embrides anormais,
contribuindo para o declinio da populacdo (Von Westernhagen, 1988; Klumpp e Von
Westernhagen, 1995).

Além da diminuicdo da normalidade larval relatada em estudos com peixes
submetidos a metais pesados (Nguyen et al., 2002; Osman et al., 2007; Garriz et al.,
2020; Curcio et al., 2021), foram observados também aumentos na taxa de mortalidade
(Witeska et al., 2014; EI-Greisy et al., 2015; Garriz et al., 2020), baixas taxas de eclosdo
(Johnson et al., 2007; Lizardo-Daudt et al., 2008; Huang et al., 2010), diminuigdo no
desempenho reprodutivo (James et al., 2008; Cazan e Klerks, 2015; Driessnack et al.,
2016), mudancas na escala de tempo do desenvolvimento embrionéario (Bourrachot et
al., 2008; Li et al., 2009), além de diversos outros efeitos no sistema reprodutivo dos

peixes que interferem na prospeccao da espécie.

Curcio et al., (2021), submeteram embries de zebrafish, Danio rerio, a duas
concentracOes de chumbo, 2,5 e 5 pg/L, a fim de avaliar os efeitos do contaminante,
mesmo que em baixas concentracfes, sobre a normalidade larval. Foi observado que a
partir de 48h todos os grupos apresentavam modificacfes, as quais se agravavam
dependendo da concentracdo e do tempo de exposicédo. Considerando que no presente
estudo, o tempo de exposi¢cdo foi menor, pode-se sugerir que o padrdo encontrado

corrobora com o esperado para o contaminante.

A duragdo da motilidade espermética, bem como as velocidades dos
espermatozoides, sao determinantes para a fertilizacao (Linhart et al., 2005; Alavi et al.,
2008; Hatef et al., 2009), pois foi demonstrado para diversas espécies que
espermatozoides com movimentos mais rapidos e um periodo mais longo de motilidade,
apresentam maiores chances de fertilizacdo do odcito (Butts et al., 2008; Linhart et al.,
2008).

Diversos estudos relatam os efeitos da exposicdo dos metais pesados na
qualidade seminal, principalmente na concentracdo e cinética espermatica,
constantando, em sua maioria, padrées inversos entre 0s niveis de contaminante e a

gualidade espermatica (Hilbig et al., 2008; Witeck et al., 2011; Pinheiro et al.,2020), além
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de diferentes efeitos observados nos espermatozoides, como alteragcdes morfolégicas
(Rurangwa et al., 2004; Abascal et al., 2007), inibicdo da motilidade espermética (Van
Look e Kime, 2003; Abascal et al., 2007; Yamaguchi et al., 2007), diminuicdo da qualidade
e quantidade espermatica (Hayati et al.,, 2017), diminuicdo dos parametros cinéticos
(Chyb et al.,2000; Dietrich et al., 2010;2012).

Entretanto, Lahnsteiner et al., (2004) submeteram exemplares de Leuciscus
cephalus, Lota lota, Clarias gariepinus e Salmo trutta fario a diferentes concentracdes de
cadmio, cobre, mercurio, chumbo, zinco, nitrito, ciclohexano e 2,4-diclorofenol e
obtiveram diferentes efeitos nos parametros espermaticos, entre eles taxas de motilidade
e velocidades néo alteradas nos exemplares de C. gariepinus, classificando como baixa,

média e alta resisténcia dos espermatozoides de acordo com cada espécie.

Abascal et al., (2007) relataram alterac6es morfolégicas nos espermatozoides
de Dicentrarchus labrax expostos aos cloretos de cobre, chumbo (Il) e mercario, porém
a cinética espermatica ndo apresentou efeito sobre os metais pesados Cu?* e Pb?*,
mesmo em alta concentracdo. As diferentes respostas aos contaminantes, considerando
a auséncia e presenca de efeitos na cinética e qualidade espermatica, podem estar
relacionadas as diferencas na fisiologia e bioquimica dos espermatozoides e do plasma
seminal (Carnevali et al., 2018), que podem desempenhar papel protetor contra os efeitos
toxicos dos ions de diferentes metais (Dietrich et al., 2010), além de apresentarem

respostas diferentes de acordo com a espécie estudada (Lahnsteiner et al., 2004).

Em estudos com o sémen fresco de A. lacustris sem exposicdo a
contaminantes foram relatados valores de 65,34 + 11,64, 50,12 + 9,87 e 46,30 + 11,70
para VCL, VAP e VSL, respectivamente (Lazaro et al., 2021), e de 76,6 £ 11,2% para
motilidade espermética (Carneiro-Leite et al., 2020), ambos 10 segundos apds a ativacao,
apresentando resultados superiores aos encontrados nesse estudo, sugerindo influéncia
negativa de metais pesados nos parametros de motilidade e velocidade curvilinear

encontrados nesse estudo.

Os parametros fisico-quimicos como temperatura, pH, oxigénio dissolvido e nitrito

permaneceram dentro do recomendado pela literatura para A. lacustris (Baldisseroto e

Gomes, 2010). Entretanto, a amonia apresentou maiores valores conforme o aumento da

concentracao de Pb, podendo ser explicada pela decomposi¢cao dos embrides e consequente

catabolismo das proteinas, aumentando o nivel desse composto na agua (Pereira et al.,

2005).
29



6. CONCLUSAO
Conclui-se que a contaminacao da agua por chumbo (Pb) causa alteracdes nas taxas

de fertilizacdo a partir da dose de 0,45mg L porém, doses de 0,15 mg L™ j& s&o suficientes
para acarretar em diminuicdo da quantidade de larvas normais. Além disso, dentro das
condic¢Bes utilizadas no experimento, as doses induziram uma diminuicdo na qualidade das
caracteristica espermaticas em 10 segundos pOs ativagcdo, porém embribes e larvas

apresentaram-se mais suceptiveis a contaminacao.
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