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RESUMO

Os agroquimicos sao contaminantes aquaticos decorrentes das atividades antropogénicas, tendo
como principal objetivo a eliminacdo de alguma forma de vida, sendo, portanto, lesivos inclusive a
espécies ndo-alvo. E de extrema importancia a padronizacdo e a utilizacdo de espécies
bioindicadoras, em especial de organismos autdctones, além do desenvolvimento de testes de
toxicidade ou bioensaios para avaliagdo dos impactos decorrentes das atividades agroindustriais.
Assim, buscou-se verificar possiveis alteragfes bioquimicas, avaliar o balangco oxidativo e a
sobrevivéncia de individuos do jundia Rhamdia quelen, em duas faixas etéarias, frente a testes de
toxicidade aguda com diferentes concentracdes de Roundup® (glifosato: 18, 36, 72 e 144ug/L),
Primoleo® (atrazina: 2,5, 5, 10 e 15ug/L) e Facet® (quinclorac: 1,75, 3,5, 7 e 14ug/L). Foram
realizados os procedimentos com alevinos (individuos com comprimento total entre 6 e 8 cm) e
individuos recém-maturados sexualmente, chamados alevindes (com comprimento total superior a 18
cm). Todos os animais foram comprados de uma piscicultura e permaneceram por 7 dias em um
periodo denominado Aclimatacdo. Apds, os agroquimicos foram aplicados individualmente, em
concentragdes semelhantes as relatadas para o ambiente natural e permitido pela legislagao vigente
em nosso pais. Apos 7 dias de exposi¢do ao agroquimico, os animais foram eutanasiados por secgao
de medula cervical, e foram separados os tecidos branquial, hepatico, renal e muscular, sendo
congelados a -20°C. Nos alevinos, foram realizados agrupamentos dos tecidos de trés individuos,
devido seu baixo peso; os tecidos dos alevindes foram analisados individualmente. Estimou-se o
efeito destes agroquimicos sobre o metabolismo intermediario, através da determinacéo dos niveis de
glicogénio, proteinas totais, lipideos totais e triacilglicerdis, nas duas faixas de comprimento. Avaliou-
se também o efeito destes agroquimicos sobre o status oxidativo determinando a atividade das
enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), além dos niveis de lipoperoxidacao (TBARS)
nos quatro tecidos dos animais, das duas faixas de comprimento. Os procedimentos experimentais e
as leituras biquimicas foram realizados em triplicata. Ainda observou-se o efeito destes sobre a
sobrevivéncia dos individuos em condicGes de cultivo experimental, nas duas faixas etérias,
buscando a confirmacdo da subletalidade das concentracdes determinadas para os testes. Os
resultados estdo organizados em trés artigos, sendo o primeiro intitulado Parametros metabdlicos e
balanco oxidativo de Rhamdia quelen alterado frente a exposicdo a herbicidas de lavoura de arroz
(Roundup®, Primoleo® e Facet®), para a submissdo & Revista Archives of Environmental
Contamination and Toxicology, onde s&o apresentados os resultados obtidos para o metabolismo e o
balanco oxidativo dos alevinos, que parecem ter conseguido modular suas enzimas a ponto de néo
sofrerem dano oxidativo frente aos herbicidas Roundup® (pelo aumento da CAT) e Primoleo® (sem
alteracdes nas enzimas SOD e CAT). O Facet® provocou o aumento da lipoperoxidacao,
principalmente nos tecidos branquial, renal e muscular, apesar da elevacdo da SOD, agredindo
significativamente a espécie. A composi¢cdo bioquimica tecidual dos juvenis de R. quelen sofreu
alteracdes significativas, podendo acarretar a danos principalmente no tecido branquial, conduzindo a
perda da homeostase e podendo acarretar na morte dos animais e/ou a diminuicdo do sucesso
reprodutivo, quando expostos cronicamente a estas substancias e nestas concentragfes. O 2° artlgo
intitulado AIteragoes metabdlicas em jundias expostos aos herbicidas de lavoura de arroz Roundup®,
Primoleo® e Facet®, versa sobre o metabolismo de alevindes, para submissdo a Revista
Environmental Pollution. Houve alteragSes no perfil metabdlico de todos os tecidos amostrados,
evidenciando uma responsividade tecidual diferenciada, sendo as branqmas € 0s rins os 6rgdos mais
afetados com a exposicdo aos agroquimicos. O herbicida Facet® alterou significativamente o tecido
branquial, sendo sugerido que os 6érgados brasileiros competentes regulamentem o0 seu uso em
normas protetivas ao meio ambiente. Por fim, o manuscrito do art|go Status OXIdatIVO e
lipoperoxidagcdo determinados pela exposicdo aos agroquimicos Roundup Primoleo® e Facet® em
Rhamdia guelen, aborda o estresse oxidativo sofrido pelos alevinfes, a ser submetido a Revista
Ecotoxicology and Environmental Safety Neste trabalho os tecidos hepatico e renal foram os mais
afetados, e podemos inferir que o Facet® (quinclorac) foi o agroqmmlco mais tOXICO aos individuos
recém-maturados sexualmente, seguido do Primoleo® (atrazina) e apos o Roundup (glifosato). Pode-
se, a partir deste conjunto de resultados, sugerir uma revisdo na legislagdo vigente em nosso pais, a
fim de incluir produtos com o principio ativo quinclorac na lista de téxicos a serem controlados no
ambiente natural.

Palavras-chave: peixes, metabolismo, estresse oxidativo, glifosato, atrazina, quinclorac
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ABSTRACT

The effect of herbicides Roundup®, Primoleo® and Facet® on metabolism, the oxidative stress and the
survival of silver catfish Rhamdia quelen at different stages of development

Agrochemicals are water contaminants, resulting from anthropogenic activities, having as main
objective the elimination of some form of life and, therefore, being harmful even to non-target species.
It is utmost importance the standardization and the use of bioindicators, especially of native
organisms, besides the development of toxicity tests or bioassays to assess the impacts of the agro-
industrial activities. Thus, it was sought to identify possible biochemical changes, to evaluate the
oxidative balance and the survival of individuals of catfish Rhamdia quelen, in two aged groups, facing
acute toxicity tests with different concentrations of Roundup® (glyphosate: 18, 36, 72 and 144pug/L),
Primoleo® (atrazine: 2.5, 5, 10 and 15pg/L) and Facet® (quinclorac: 1.75, 3.5, 7 and 14ug/L). The
procedures were performed with fingerlings (individuals with total length between 6 and 8 cm) and
sexually newly matured individuals, called young-adult (with total length of more than 18 cm). All the
animals were purchased from a farm and were kept for 7 days in a period called Acclimatization. After,
agrochemicals were applied individually, at concentrations similar to those reported for the natural
environment and allowed by law in our country. After 7 days of exposuring to the agrochemical, the
animals were euthanized by cervical spinal cord section and the gill, liver, kidney and muscle tissues
were separated and frozen at -20°C. In fingerlings, pools were performed, grouping the tissue from
three individuals, due to their low weight; the tissues from young-adult were analyzed individually. It
was estimated the effect of this agrochemicals on intermidiate metabolism, by determining the
glycogen levels, total proteins, total lipids and triacylglycerols, on the two length ranges. It was also
evaluated the effect of this agrochemicals on the oxidative status determining the activity of
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), and levels of lipid peroxidation (TBARS) in all the
tissues from the animals on the two length ranges. The experimental procedures and the biochemical
readings were performed in triplicate. It was also observed the effect of this agrochemicals on the
survival of the individuals in experimental culture conditions, in both aged groups, searching for
confirmation of sublethallity of determined concentrations for testing. The results are organized into
three articles. The first is entitled Metabolic parameters and oxidative balance Rhamdia guelen
changed after exposure to herbicides of rice crops (Roundup®, Primoleo® and Facet®), for submission
to the journal Archives of Environmental Contamination and Toxicology, which presents the results
obtained for the metabolism and the oxidative balance of fingerlings, which seem to have been able to
modulate their enzymes as not to suffer oxidative damage front to Roundup® herbicide (by increasing
CAT) and Primoleo® (without changes in SOD and CAT). The Facet® led to the increase of lipid
peroxidation, especially in the gill, kidney and muscle tissues, despite the higher SOD, prejudicing the
species significantly. The biochemical composition tissue of juveniles of R. quelen changed
significantly, which may cause damages, mainly in the gill tissue, leading to a loss of homeostasis and
it may result the death of the animals and/or the decrease of the reproductive success, when
chronically exposed to these substances and concentrations. The second article entitled Metabolic
changes in silver catfish exposed to herbicide of rice crop Roundup®, Primoleo® and Facet®, is
concerned to the young-adult metabolism, for submission to the journal Environmental Pollution.
There were changes in the metabolic profile of all sampled tissues, showing a differentiated tissue
responsiveness, being the gills and the kidneys the most affected organs by the exposure to
agrochemicals. The herbicide Facet® changed the gill tissue significantly, and it was suggested that
the relevant Brazilian agencies regulate its use in protective standards for the environment. Finally, the
third manuscript Article Oxidative status and lipid peroxidation determined by the exposure to
agrochemicals Roundup®, Primoleo® and Facet® in Rhamdia quelen approaches the oxidative stress
suffered by young-adults to be submitted to the journal Ecotoxicology and Environmental Safety. In
this work the liver and kidney tissues were the most affected, and it can be infered that the Facet®
(quinclorac) was the most toxic herbicide to the sexually newly matured individuals, followed by
Primoleo® (atrazine) and after by Roundup® (glyphosate). One can suggest, from this set of results, a
review of the current legislation in our country, to include products with the quinclorac active principle
into the toxic list to be controlled in the natural environment.

Keywords: fish, metabolism, oxidative stress, glyphosate, atrazine, quinclorac
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APRESENTACAO

Os agrotoxicos sdo contaminantes aquaticos decorrentes das atividades
antropogénicas, tendo como principal objetivo a eliminacdo de alguma forma de
vida, sendo, portanto, letais inclusive a espécies nao-alvo. Além da letalidade,
alteracdes em diversos niveis de organizacao fisiolégica e morfoldgica podem ser
observadas como, por exemplo, nos musculos, figado, glandulas endécrinas e
outros tecidos ou Orgaos de populacdes e comunidades diversas (Albinati et al.,
2009). O uso de pesticidas tem resultado na poluicdo dos ambientes aquaticos por
todo o planeta chegando a estes ecossistemas por diferentes rotas: aplicacao direta,
descargas industriais e urbanas, escoamento superficial a partir de fontes difusas,
incluindo solos agricolas, aerossois, particulas de deposicédo e precipitacdo, entre
outras (Ballesteros et al., 2009; Sharma, 1990).

Dentro deste contexto, torna-se de extrema importancia a padronizacéo e a
utilizacdo de espécies bioindicadoras, em especial de organismos autéctones, e do
desenvolvimento de testes de toxicidade ou bioensaios para avaliacdo dos impactos
decorrentes das atividades agroindustriais. Para selecionar quais as melhores
espécies para estes procedimentos, a biologia e a distribuicdo da espécie no
ambiente natural, assim como a sua localizacdo dentro da estrutura tréfica devem
ser bem conhecidos, evitando gerar mais impactos no ambiente; além da
manutencao e do cultivo adequado em laboratério para a realizacdo dos bioensaios.
Bianchini et al. (2006) ainda defendem que sejam utilizadas espécies que ocupem
diferentes nichos ecoldgicos, pois as maneiras de acumulacdo e metabolizacdo dos
xenobidticos podem ser diferenciadas em decorréncia das propriedades destes
poluentes.

Os tecidos de peixes sdo ferramentas sensiveis a exposi¢cdo de estressores
ambientais, pois sofrem de forma nitida com estes compostos quimicos (Albinati et
al., 2009). Bianchini et al. (2006) explicitam que fluidos corporeos, células e tecidos
sao bons de indicadores da presenca de contaminantes. Eles destacam a utilizac&o
destes pois, para que se possa detectar e avaliar o impacto dos agroguimicos no
ambiente, é importante observar as diferencas nas formas dos organismos
metabolizarem tais poluentes e ndo apenas avaliar a quantidade de poluentes no

ambiente e nos animais. Isso porque alguns xenobiéticos sdo pouco metabolizados
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ou eliminados (como o DDT), sendo acumulados ao longo das cadeias troficas,
encontrando-se em altas concentracdes apenas em tecidos de predadores de topo
de cadeia (Bianchini et al., 2006; Livingstone, 1998).

Espécies autoctones brasileiras sdo pouco utilizadas ainda em investigacdes
toxicoldgicas, apesar da riqueza de nossa biodiversidade (Albinati et al., 2009).
Assim, foi escolhida a espécie nativa Rhamdia quelen, popularmente chamada no
Brasil de jundia, jandi4a, mandi ou sapipoca; e no exterior de silver catfish (Reis et al.,
2003). E amplamente distribuida na regido Sul da América do Sul, e considerada
rustica por se adaptar facilmente a diferentes faixas de pH, temperatura, dureza e
amonia (Baldisserotto & Neto, 2004). Essas peculiaridades arroladas, aliadas a um
namero relativamente alto de individuos, justificam a utilizacdo desta espécie em
testes de bioindicacao.

Rhamdia quelen um peixe de couro, classificado dentro da familia
Heptapteridae, na ordem Siluriformes da série Teleostei, classe Osteichthyes, tendo
sido descrito em 1824 por Quoy & Gaimard (como Pimelodus quelen), e apos
reorganizado sistematicamente nesta familia e género (Reis et al.,, 2003). Sua
coloracéo diversifica-se de marrom-avemelhado claro a cinza, com o ventre corporal
mais claro. Esta variagdo esta relacionada com o ambiente, tendendo a clarear em
ambientes mais claros e a escurecer em ambientes escuros. O jundia apresenta trés
pares de barbilndes, localizados junto a boca (Figura 1). Estes apéndices
provavelmente auxiliam na percepcao da qualidade da agua e na localizacdo do
alimento (Baldisserotto & Neto, 2004). Antes do primeiro ciclo reprodutivo, a
sexagem pode ser feita apenas por visualizagdo direta das gonadas, estando 0s
machos maturados sexualmente com 16,5 cm e as fémeas com 17,5 cm
(Baldisserotto & Neto, 2004). Apenas apoés a primeira reproducdo a sexagem pode
ser feita a olho na devido ao dimorfismo sexual existente, podendo ser diferenciados
0s géneros pela observacdo do aparelho reprodutor, em seu ventre, anterior a
abertura anal. Os mesmos autores ainda apontam que esta é considerada uma
espécie de grande aceitacdo comercial, por sua carne possuir sabor agradavel e

excelentes caracteristicas para o processamento industrial.
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Figura 1. Foto de Rhamdia quelen, extraida de vivaterra.org.br.

Desta maneira, buscou-se verificar possiveis alteracfes bioquimicas, avaliar o
balanco oxidativo e a sobrevivéncia de individuos de Rhamdia quelen, em duas
fases do desenvolvimento (alevinos ndo maturados sexualmente e alevindes recém-
maturados), frente a testes de toxicidade aguda com diferentes concentragbes de
Roundup® (formulacdo comercial do glifosato), Primoleo® (formulacdo comercial da

atrazina) e Facet® (formulacéo comercial do quinclorac).

Estudo do metabolismo e balanco oxidativo
Fanta et al. (2003) destacam a importancia de se estudar parametros

morfoldgicos e fisioldgicos em peixes expostos a concentracbes subletais de
agrotoxicos. Isto porque muitos poluentes existentes no ambiente aquatico, seja por
periodos curtos ou longos de exposi¢cdo, ndo acarretam na mortalidade imediata dos
organismos nao-alvo, contudo causam doencgas e reduzem a aptidao para a vida. Os
autores afirmam que, o simples fato de uma concentracdo ser subletal ndo é
garantia de que esta seja segura e que possa ser utiizada de maneira
indiscriminada. Assim, as analises fisiologicas podem prover estratégias de resposta
ao estresse causado pelo agrotoxico visando a manutencdo da homeotase do
organismo.

O glicogénio é um polimero de glicose utilizado como fonte energética,
ocorrendo a degradacao deste polissacarideo como forma de suprir a demanda de
energia, elevada dos peixes apoés situacdes de estresse (Sancho et al.,, 1997). O
conteudo de glicogénio pode ser alterado quando o animal sofre estresse ambiental,
configurando uma alteracdo bioquimica (Bidinotto et al., 1997) em resposta a alta
necessidade energética compensatoria do toxico agressor e conversao deste em

glicose para manter a homeostase energética (sintese de ATP).

12



Os lipideos do corpo encontram-se geralmente compartimentalizados, devido
sua insolubilidade em solu¢cdes aquosas. S&o encontrados associados as
membranas, nos adipdcitos brancos associados as goticulas de triacilglicerdis, no
plasma associados as proteinas, entre outras situacdes. Além de ser uma
importante fonte de energia, podem atuar como coenzimas (algumas vitaminas
lipossollveis) e no controle da homeostasia do organismo (hormonios esteréides)
(Harvey & Ferrier, 2012).

Os triacilglicerois presentes nos quilomicra séo hidrolisados em varios tecidos
corpéreos, como rins, figado e, principalmente, no musculo esquelético e tecido
adiposo. Estes triacilgliceréis sao degradados a acidos graxos livres e glicerol pela
lipase lipoprotéica, podendo entrar nas células musculares adjacentes, nos
adipécitos e serem transportados pelo sangue com a albumina sérica (secretada
pelo figado). As células podem oxidar estes acidos graxos para produzir energia, e
também reesterificar os acidos graxos livres em triacilglicerdis para armazenamento.
Os triacilglicerois também liberam glicerol, utilizado pelo figado (na producédo de
glicerol-3-fosfato), podendo entrar na glicélise e na gliconeogénese. No figado ainda
ocorre a endocitose dos quilomicra remanescentes (ésteres de colesterol,
fosfolipideos, alguns triacilgliceréis, entre outros), sendo o colesterol e as bases
nitrogenadas dos fosfolipideos reciclados pelo corpo (Harvey & Ferrier, 2012).

As proteinas desempenham um papel vital na arquitetura e na fisiologia das
células. O catabolismo de proteinas e aminoacidos desencadeia a producdo de
energia nos peixes (Samanta et al., 2014), podendo ser um resposta ao estresse
causado pela exposi¢cao aos xenobibticos, como os herbicidas.

Segundo Ahmad et al. (2000), os diversos poluentes ambientais, incluso os
herbicidas, ocasionam uma situacdo de estresse oxidativo em diversos organismos
aquaticos, como os peixes, devido a um aumento na producdo de Espécies Reativas
de Oxigénio (EROSs), que sao produzidas mesmo na auséncia de xenobibticos, com
suas respostas variando ndo apenas entre as espeécies, mas também entre os
diferentes tecidos de peixes, 0 que é atribuido as diferencas nos mecanismos
antioxidantes. Sies (1993) explicita que o estresse oxidativo pode ser definido como
um desbalanco entre os agentes pré-oxidantes e os antioxidantes, podendo ocorrer
dano quando as quantidades de pré-oxidantes sdo maiores, sendo chamado de

estresse oxidativo. Uma vez produzidas, as EROs podem modificar as
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macromoléculas celulares em busca de estabilidade através de ligacdes quimicas
(Sies, 1993), muitas vezes levando a lesdo cumulativa de tecidos e 0rgaos
compostos especialmente por proteinas, lipidios e acidos nucléicos (Lushchak &
Bagnyukova, 2006) (Fig. 2).
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Figura 2. Efeitos das EROs sobre lipidios, proteinas e DNA (adaptado de Nordberg & Arnér, 2001,
extraido de Moraes, 2008)

O estresse oxidativo é muito estudado nos peixes, ja tendo sido evidenciado
por diversos autores (Ballesteros et al. 2009; Ferreira et al., 2010; Jin et al., 2010;
Menezes et al., 2012; Orug¢ & Usta, 2007; Pretto et al., 2011b; Sinhorin et al., 20144a;
Toni et al., 2011, 2013) e alguns ainda sugerem a avaliacdo da peroxidacao lipidica
(Sayeed et al., 2003) podendo ser aliada a formacé&o de proteina carbonil (Almroth et
al., 2005), devido a importantes danos causados na fluidez da membrana e na
integridade das biomoléculas associadas a esta, como proteinas integradas as
membranas ou ao colesterol (Almroth et al., 2005). Os radicais livres atuam sobre as
membranas bioldgicas, pois estas sdo ricas em lipidios (em especial os acidos
graxos poliinsaturados), causando assim uma reacdo em cadeia conhecida como
lipoperoxidacao (Lushchak & Bagnyukova, 2006; Oru¢ & Usta, 2007).

As substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) indicam a intensidade
da peroxidacao lipidica, pois o malondialdeido (que participa da reacdo com o acido
tiobarbitirico) € um dos produtos finais da peroxidacdo. Assim, avaliamos a
quantidade deste produto final para determinar se h4 ou nado intensa peroxidacao
lipidica (Lushchak & Bagnyukova, 2006), sendo uma ferramenta eficaz e muito

utilizada para deteccao de peroxidacéao lipidica em peixes (Almroth et al., 2005).
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Ha dois tipos de sistemas antioxidantes: o nao-enzimatico (composto de
metabdlitos como o &cido ascorbico, a glutationa e o tocoferol) e o enzimatico. Em
organismos aquaticos, as enzimas antioxidantes mais estudadas sdo a catalase
(CAT), a glutationa peroxidase (GPx), a glutationa S-transferase (GST) e a
superéxido dismutase (SOD). A enzimas SOD e CAT representam a primeira linha
de defesa contra o estresse oxidativo (Atli & Canli, 2007), sendo 0 aumento na
atividade destas comumente observado em casos de poluicdo ambiental (Zocche et
al.,, 2014). A superoxido dismutase (SOD) atua prevenindo a formacdo da
peroxidacdo lipidica pela catalisacdo do iniciador da peroxidacdo lipidica e da
transformacao dos radicais superoxido (O2) em H,O, e O,; assim, ela desempenha
um papel importante na protecdo dos organismos contra o estresse oxidativo, sendo
gue a maioria dos estudos realizados sobre os antioxidantes como biomarcadores
para o ambiente aquatico foram em peixes (Tao et al., 2013). A catalase (CAT) é
considerada uma das enzima mais importantes do sistema antioxidante, estando
localizada nos peroxissomos e, junto da enzima GPx, realiza a reducédo do peroxido
de hidrogénio (H,O,) produzido pela metabolizacdo das longas cadeias de acidos
graxos (Zhang et al., 2004). Moraes (2008) afirma que uma elevacgao da atividade da
CAT em nivel tecidual, em peixes, pode significar uma possivel resposta
antioxidante do organismo. Na Figura 3 é esquematizado o sistema antioxidante

enzimatico.
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Figura 3. Sistema antioxidante (extraida de Moraes, 2008).

Determinag0es teciduais
Os tecidos foram escolhidos com base no seu papel funcional no individuo, e

pela facilidade de separacéo, visando o menor tempo de manuseio e de degradacao
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tecidual. Por realizar trocas com o ambiente, as branquias também séo de extrema
importdncia na regulacdo idnica, no equilibrio acido-base e na excrecdo de
nitrogénio dos peixes de agua doce, além de realizarem o balanco osmotico e a
hematose (Paulino et al., 2012; Storer & Usinger, 2000). As branquias sdo os
primeiros 6rgdos a entrarem em contato com xenobidticos em agua, assim as
mudang¢as no tecido branquial podem reduzir as trocas gasosas (O, e CO;) na
lamela e causar desequilibrio i6nico e acido-base (Paulino et al., 2012).

O figado € o 6rgdo mais importante na metabolizacdo de substratos (Islam et
al., 2002) e na detoxificacdo de substancias toxicas (Dong et al., 2009). Este é o
principal 6rgdo de metabolizacdo dos nutrientes e a¢cdes enziméticas do organismo,
podendo ser considerado o 6rgao central do metabolismo. Suas acfes envolvem o
processamento, a distribuicdo e o fornecimento dos nutrientes a todos os 6rgaos e
tecidos, através do sistema circulatorio; contribuindo com a regulacdo dos niveis de
glicose na corrente sanguinea de todos 0s organismos vertebrados. Também é
considerado o 6rgdo detoxificador, pois possui uma alta atividade metabdlica, sendo
0 primeiro a reagir apés uma situacdo de estresse (quimico ou nao), mesmo se
ocorrida num curto espaco de tempo (Lehninger et al., 2002), estando envolvido nos
processos metabolicos de glicdlise, glicogénese, gliconeogénese e glicogendlise
(Rahimi & Abdollahi, 2007), entre outros.

Nos peixes limnicos, os rins sdo duas estruturas delgadas e escuras, situadas
dorsalmente. Produzem excretas fluidas e nitrogenadas, a partir da remocéo destes
do sangue. Este processo de remocgdo ocorre através de uma ultrafiltracdo
glomerular, onde os metabdlitos essenciais (glicose, aminoacidos, proteinas) sao
devolvidos a circulagcdo sanguinea, junto da agua, por mecanismos de reabsorcao.
Os residuos eliminados visam o equilibrio de agua e ions, e a excrecao de dejetos
toxicos ao organismo, normalmente por mecanismos de secrecdo de alta
capacidade e baixa especificidade. As moléculas de aménia sédo excretadas neste
processo, pois sdo toxicas ao individuo, resultado estas do catabolismo protéico
(Pough et al., 2008).

Finalmente, o tecido muscular é formado, principalmente, por proteinas e é o
orgéo responsavel pelo fornecimento da forca contratil para o movimento (Moyes &

Schulte, 2010). Hill et al. (2012) afirmam que, no muasculo, o ATP é produzido por
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trés mecanismos principais: pela transferéncia do fosfato de alta energia da creatina
para o ADP; pela glicdlise e pela fosforilagdo oxidativa.

Os agroquimicos: Roundup ®, Primoleo ® e Facet®
Os agroquimicos foram escolhidos pela sua ampla utilizacdo nas lavouras do

sul do pais, em especial na orizicultura. Como o arroz passa grande parte do seu
cultivo submerso (o arroz irrigado), muitas espécies de animais tem neste cultivo o
seu habitat, sendo também encontrados muitos rios, lagos e acudes proximos aos
locais de cultivo, que fornecem dgua em momentos de escassez de chuvas.

As propriedades herbicidas do glifosato foram descobertas em 1970, e a
primeira formulacdo comercial foi elaborada em 1974 (Giesy et al., 2000; Glusczak,
2008). Sua formulacdo é bastante variavel, conforme o fabricante, sendo
basicamente sal de isopropilamina (IPA) do acido N-fosfonometilglicina (Figura 4),
um surfactante e a 4gua. A empresa Monsanto do Brasil Ltda. fabrica o Roundup®,
de mesmo nome comercial na América do Norte, porém este principio ativo também
€ comercializado como Sting, Alphee, Azural e Faena, e em sua maioria apresentam

a mesma concentragdo de acido equivalente, de 360 g/L (Glusczak, 2008).
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Figura 4. Estrutura quimica do glifosato (acido N-fosfonometilglicina), adaptado de Rodrigues &
Almeida (2005), extraido de Glusczak (2008).

Além do sal de glifosato, o produto apresenta ingredientes inertes, que
deveriam ser apenas corantes ou outros ingredientes que nao afetassem o
organismo-alvo, nem modificasse a acdo do pesticida (Brausch & Smith, 2007).
Porém, sabe-se que os ingredientes inertes confidenciais atuam como solventes,
surfactantes, conservantes e outros, sendo, em muitos casos, mais toxico que o
préprio principio ativo (Glusczak, 2008). No Roundup® é utilizado o surfactante
POEA (polioxietilenoamino), que facilita a penetracdo do produto na cuticula da
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planta. Giesy et al. (2000) afirmam que o POEA chega a ser de duas a trés vezes
mais toxico que o proéprio glifosato.

Em agua, o glifosato € altamente solavel (15,700 mg/L a 25°C e pH 7) e
estavel em uma grande faixa de pH: de 3 a 9, em 35°C (Rodrigues & Almeida, 2005).
Sua volatilidade e evaporacao sao consideradas insignificantes e a meia-vida torna-
se reduzida na agua pela reducéo na taxa de degradacdo, em razdo da diferenca na
quantidade de microorganismos quando em comparacdo com a maioria dos solos.
Assim, sua meia-vida no solo pode chegar a 197 dias, e na agua a 42 dias quando a
formulagcdo comercial possuir como surfactante o POEA (polioxietilenoamino) (Giesy
et al., 2000; Navarro & Martinez, 2014).

Estudos avaliam o metabolismo (Barcellos et al., 2003; Fanta et al., 2003;
Glusczak et al., 2006, 2007; Jasper et al., 2012; Moraes et al., 2007; Sinhorin et al.,
2014b; Soso et al., 2007), o estresse oxidativo (Cericato et al., 2008; Ferreira et al.,
2010; Jasper et al.,, 2012; Koakoski et al., 2014; Langiano & Martinez, 2008;
Lushchak & Bagnyukova, 2006; Regina et al., 2008; Sinhorin et al.,, 2014a) e a
histologia (Albinati et al., 2009; Langiano & Martinez, 2008) de animais expostos ao
Roundup®. Os resultados sdo bem diversos, com alteracdes dependentes dos
procedimentos experimentais, sendo que todos afirmam que o herbicida € um toxico
que induz a danos ambientais. Cabe salientar, conforme publicac6es dos autores ja
citados, que nao existe enzima potencialmente afetada nos animais, posto que o
glifosato € um inibidor do acido chiquimico, exclusivo de vegetais, e sem
equivaléncia em animais.

A Resolugdo do CONAMA n° 357/2005 dispbe sobre a classificagdo dos
corpos de agua, estabelecendo como valor maximo permitido para aguas de classe
Il a concentracdo de glifosato de 65 pg/L. Ja a Portaria Brasileira n° 518/2004 do
Ministério da Saude estabelece como padrdo de potabilidade das &aguas para
consumo humano a concentragdo maxima de 500 upg/L de glifosato. Ambas
legislacdes estabelecem como valor maximo permitido para aguas de classe Il e
agua potavel para consumo humano, respectivamente, a concentracao de 2 pg/L de
atrazina.

A atrazina, comercializada com o nome de Primoleo®, é fabricada pela
Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda. e tem como composicado quimica 2-cloro-4-

etilamino-6-isopropilamino-s-triazina (Figura 5). Sua solubilidade é baixa em agua
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(33mg/L, 20°C), ocorrendo o oposto quando diluido em solventes organicos
(metanol, acetona, tolueno) (Tomlin, 1994).
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Figura 5. Estrutura quimica da atrazina, extraida de Carmo et al. (2013).

Carmo et al. (2013) afirmam que, se este herbicida contamina o solo, aguas
subterraneas e/ou corregos, facilmente pode ser detectado no sistema de
abastecimento publico. Isto porque apresenta uma moderada adsorcdo a matéria
organica e a argila quando no sistema agua-solo, uma elevada persisténcia em
solos, e a hidrélise € considerada lenta (105 a 200 dias), com alto potencial de
escoamento superficial (Dores & De-Lamonica-Freire, 2001). A atrazina também é
pouco afetada pelos processos de degradacédo natural, resultando na contaminacao
permanente de solo e agua (Cericato et al., 2009).

O prejuizo causado pelo principio ativo atrazina é relatado por diversos
autores, e o0 grupo dos peixes é muito estudado, em especial a investigacdo de
danos histopatoldgicos e estresse oxidativo nos tecidos branquial e hepatico (Santos
& Martinez, 2014; Jin et al., 2010; Mela et al., 2013; Moraes et al., 2007; Paulino et
al., 2012; Pogrmic-Majkic et al., 2012; Salaberria et al., 2009; Xing et al., 2012). O
efeito do Primoleo® é especifico em plantas, também nao possuindo equivaléncia em
animais. Assim, pode-se presumir que, como enzimas potencialmente afetadas, a
atrazina tende a ser um disruptor endécrino, com forte ligagdo pelos receptores de
hormonios esteroidais, induzindo a feminilizagdo, conforme literatura previamente
citada.

O quinclorac é vendido pela a empresa Basf S/A com o nome comercial
Facet®, sob forma de p6. Segundo Grossmann & Kwiatkowski (2000), é um herbicida
seletivo de baixa toxicidade ao homem e aos animais (Classe lll). E amplamente
utilizado nas lavouras de arroz por mimetizar auxinas, sendo de facil aplicacdo e
controle eficaz de ervas daninhas. A estrutura molecular do quinclorac é

apresentada na imagem abaixo (Fig. 6):
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Figura 6. Estrutura molecular do quinclorac, conforme registro na CAS (Chemical Resumos Service).

O fabricante do Facet® afirma na bula do produto que este pode causar danos
em ambientes aquaticos, em longo prazo, sendo altamente solUvel. Recomenda
ainda que néo deva ser aplicado em solos arenosos nem em condi¢des extremas.
No caso de culturas de arroz irrigado, mesmo em cuidado com areas vizinhas, como
recomenda o fabricante, por ser altamente soltvel e relativamente movel, acredita-
se que o quinclorac pode ser encontrado longe do local de aplicacdo, afetando néo
apenas as espécies da cultura selecionada. O fabricante do Drive® (produto
extremamente similar ao Facet®, de mesmo principio ativo e também desenvolvido
pela empresa Basf S/A) divulgou por nota técnica que o quinclorac é extremamente
estavel, possuindo meia-vida de até 365 dias em situacdes aquaticas anaerobicas; e
tempo superior a um ano em ambientes aquaticos e aerdbicos, em argila siltosa
inundadas e solos argilosos siltosos. Nao ha legislacdo regulamentando o uso deste
agroquimico no Brasil.

O efeito deste herbicida nos animais foi pouco estudado até o momento,
sendo a maior parte das publicacbes com peixes. Miron et al. (2005) provaram que
individuos de Rhamdia quelen sofreram com a interacdo com o herbicida em
questao, apresentando ClLso de 395 mg/L (394-395,9), e observaram também um
aumento na hidrélise do neurotransmissor acetilcolina; Menezes et al. (2012)
avaliaram o efeito da ingestdao de difenil-diselenide como medida protetiva em
carpas expostas a este agroquimico; Dornelles & Oliveira (2014) atestaram o efeito
maléfico deste agroquimico em girinos de ra-touro. Nao ha ainda uma tendéncia de
moléculas possivelmente afetadas pelo Facet® em animais, necessitando mais
estudos com diferentes niveis taxondmicos.

Cabe salientar o grande potencial agroindustrial de nosso Estado, com cultivo

de diversas frutas, extensas areas de plantacbes de arroz e soja. Tais
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peculiaridades nos incentivam a ampliar o0 niumero de espécies nativas, como
também o nimero de marcadores bioquimicos e funcionais frente ao uso de toxicos
como o Roundup®, o Primoleo® e o Facet®. Devemos destacar também que estes
herbicidas foram escolhidos por serem amplamente utilizados em lavouras nas
regibes de planicie e planalto do Rio Grande do Sul, onde € encontrada a espécie
supracitada, bem como, estdo na lista de pesticidas que estdo sendo reavaliados

guanto a sua toxicidade pela ANVISA.

Desenho experimental

Todos os animais foram comprados de uma piscicultura, localizada na cidade
de Teutbnia/RS. Buscou-se comparar duas faixas etarias, a fim de avaliar possiveis
diferencas de acordo com o desenvolvimento do animal. Para isto, foram realizados
0s procedimentos com alevinos (individuos com comprimento total entre 6 e 8 cm) e
individuos recém-maturados sexualmente, chamados alevinbes (com comprimento
total superior a 18 cm). Os procedimentos de transporte (realizados em sacos
plasticos) e soltura dos animais nos aquarios seguiram as recomendacfes
publicadas por Baldisserotto & Neto (2004).

Todos os animais permaneceram por 7 dias em um periodo denominado
"Aclimatacdo”. No ultimo dia deste periodo, 1/3 da &gua foi trocada visando a
reducdo dos niveis de amodnia, procedimento repetido no inicio do 8° dia, sendo o
agroquimico introduzido na agua somente 8 horas apos este procedimento. N&o
foram realizadas trocas de 4gua durante o periodo de exposi¢cdo dos animais aos
agroquimicos, sendo estes aplicados em concentracdes semelhantes as relatadas
para 0 ambiente natural e permitido pela legislacdo vigente em nosso pais
(Deschamps et al.,, 2013; Paulino et al., 2012; Queiroz et al., 2011), conforme
descrito na Tabela 1. Como as concentracdes utilizadas foram extremamente
baixas, 0 que torna muito imprecisa a pipetagem direta do agroquimico para o
aquario, foram preparadas solucdes de diluicdo dos trés produtos, a fim de aumentar
o volume a ser pipetado e a precisao do procedimento (Fig. 7A).

Durante todo o periodo experimental, controlou-se os niveis de aménia, com
kit para Amonia Toxica em Agua Doce, da LabconTest; bem como os niveis de pH
com pHmetro portatil da marca Denver Instrument, permanecendo sempre entre 6,7

e 7,2. Utilizou-se racéo similar a fornecida pela piscicultura aos animais, com 43% de
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proteina bruta. Os alevinos foram mantidos em aquarios com 2 litros de agua por
animal (em relacdo de 1,82 g/L) e os alevinBes com 6 litros de agua por individuo
(em relacéo de 6,3 g/L).

ApOs 7 dias de exposicdo ao agroquimico, os animais foram eutanasiados por
seccdo de medula cervical, e foram separados os tecidos branquial, hepatico, renal
e muscular, acondicionados em eppendorfs e congelados a -20°C para posterior
pesagem e processamento, de acordo com o protocolo para cada analise. Nos
alevinos, foram realizados agrupamentos dos tecidos de trés individuos, devido seu
baixo peso. Os tecidos dos alevindes foram analisados individualmente.

Estimou-se o efeito destes agroquimicos sobre o metabolismo intermediario,
através da determinacdo dos niveis de glicogénio, proteinas totais, lipideos totais, e
triacilglicerdis, nas duas faixas de comprimento. Avaliou-se também o efeito dos
herbicidas sobre o status oxidativo determinando a atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e os niveis de lipoperoxidacdo
(TBARS) nos quatro tecidos do animal (Figura 7B), das duas faixas de comprimento.
Todos os protocolos para as analises ja haviam sido padronizados pelo Laboratoério
de Fisiologia da Conservacdo. Ainda observou-se o efeito destes sobre a
sobrevivéncia dos individuos em condi¢cfes de cultivo experimental, nas duas faixas
etarias, buscando a confirmacdo da subletalidade das concentra¢des determinadas

para os testes.
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Figura 7. (A) Herbicidas utilizados nos procedimentos; (B) Tecidos acondicionados em eppendorfs para analise.

Em decorréncia de uma reforma estrutural no edificio destinado ao cultivo dos
animais, denominado Vivario (localizado no Prédio 12 da Universidade), ndo foi
possivel realizar procedimentos de cultivo idénticos com as duas faixas etarias.
Desta forma, o cultivo dos alevinos foi realizado durante o verdo, com os parametros

de temperatura e luminosidade controlados, no prédio do Vivario; enquanto que o
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cultivo dos alevinbes foi na mesma estagdo do ano, porém a temperatura e
luminosidade natural (Figura 8), em uma sala externa do Museu de Ciéncias e
Tecnologia (MCT) (Prédio 41). Ambos os procedimentos experimentais foram bem
sucedidos, porém esta diferenca de tratamento impossibilitou a realizacdo de
comparacdes diretas entre 0s grupos etarios. As analises bioquimicas seguiram 0s
mesmos protocolos, apenas com alteragdo do numero de individuos entre 0s grupos
etarios; isto devido ao tamanho inferior dos 6rgaos dos alevinos, para perfazer uma

quantidade de homogeneizado que permitisse leituras em triplicata.
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Figura 8. (A) Imagem do sistema de cultivo dos alevinos, com temperatura e luminosidade controladas, no
edificio do Vivario; (B) sistema de cultivo dos alevindes, com temperatura e luminosidade naturais, na Sala
Externa do MCT; (C) detalhe da estrutura da Sala Externa, parede em frente aos aquarios. Fotos de autoria.

O protocolo experimental foi autorizado pelo Comité de Etica para o Uso de
Animais da PUCRS, sob registro n°® 11/00276. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata, com numero de individuos descrito na Tabela 1, e as
leituras das analises bioguimicas e enzimaticas também foram realizadas em

triplicata.

Tabela 1. Organizacdo do numero de animais em aquarios e tempo de experimento, por procedimento
experimental. (1) Os animais do grupo “Controle Exposi¢do” permaneceram os sete dias de exposi¢cdo sem
contato com herbicida, pois este seguiu como controle da sadde dos animais até o final do experimento. (2)
Foram utilizadas apenas duas concentracdes de cada herbicida, na exposi¢éo dos alevindes, descritas no corpo
dos artigos.

Aquério N° individuos (em triplicata) Tempo de Tempo de
Alevinos Alevindes aclimatacao exposi¢cao
g | 7 dias (controle aclimatacéo) 24 10 7 dias -
S | 14 dias (controle exposicéo) 24 10 7 dias 7 dias’
@ Concentracéo 1 24 10 7 dias 7 dias
3 | Concentracdo 2 24 10 7 dias 7 dias
8 | Concentracédo 3 24 -z 7 dias 7 dias
Q
T | Concentracao 4 24 - 7 dias 7 dias
Total de animais
(por herbicida, em triplicata) 144 40
Total de animais do projeto 432 120
(considerando os 3 herbicidas) 552
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Organizagéao dos artigos
Os resultados estdo organizados em trés artigos, tendo 0os manuscritos no
corpo desta tese na forma de capitulos. No Capitulo 1 encontra-se o artigo

Metabolismo intermediario e balanco oxidativo de Rhamdia quelen alterado frente a

exposicdo a herbicidas de lavoura de arroz (Roundup®, Primoleo® e Facet®), nas
normas para a submissédo a Revista Archives of Environmental Contamination and
Toxicology. Neste sdo apresentados os resultados obtidos para o metabolismo e o
balanco oxidativo dos alevinos, que parecem ter conseguido modular suas enzimas
a ponto de ndo sofrerem dano oxidativo frente aos herbicidas Roundup® (pelo
aumento da CAT) e Primoleo® (sem ateracdes em SOD nem em CAT). Contudo, o
Facet® provocou o aumento da lipoperoxidacdo, principalmente nos tecidos
branquial, renal e muscular, apesar da elevacdo da SOD, agredindo
significativamente a espécie. A composicado bioquimica tecidual dos juvenis de R.
quelen sofreu alteracdes significativas, podendo acarretar a danos principalmente no
tecido branquial, conduzindo a perda da homeostase e podendo acarretar na morte
dos animais e/ou a diminuicdo do sucesso reprodutivo, quando expostos
cronicamente a estas substéncias e nestas concentragoes.

O artigo intitulado Alteracbes metabdlicas em jundias expostos aos herbicidas
de lavoura de arroz Roundup®, Primoleo® e Facet® versa sobre o metabolismo
alevindes, formando no Capitulo 2, estando nas normas para submissédo a Revista
Environmental Pollution. Houveram alteragcdes no perfil metabdlico de todos os
tecidos amostrados, evidenciando uma responsividade tecidual diferenciada, sendo
as branquias e os rins 0s 6rgdos mais afetados com a exposi¢do aos agroquimicos.
O herbicida Facet® alterou significativamente o tecido branquial, sendo sugerido que
0s 0gaos brasileiros competentes regulamentem o seu uso em normas protetivas ao
meio ambiente.

Por fim, no Capitulo 3 encontra-se o manuscrito do artigo Status oxidativo e
lipoperoxidacdo determinados pela exposicdo aos agroquimicos Roundup®,
Primoleo® e Facet® em Rhamdia quelen, abordando sobre o estresse oxidativo

sofrido pelos alevindes, a ser submetido a Revista Ecotoxicology and Environmental
Safety. Podemos verificar neste trabalho que os tecidos hepatico e renal foram os
mais afetados, e inferir que o Facet® (quinclorac) foi o herbicida mais téxico aos

individuos recém-maturados sexualmente, seguido do Primoleo® (atrazina) e apés o
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Roundup® (glifosato). Pode-se, a partir deste conjunto de resultados, sugerir uma
revisdo na legislagdo vigente em nosso pais, a fim de incluir produtos com o
principio ativo quinclorac na lista de toxicos a serem controlados no ambiente
natural.

Uma conclusdo geral foi elaborada (Capitulo 4, pagina 87), elucidando a
cerca de todo o projeto realizado, com consideracdes envolvendo os resultados
obtidos nos trés artigos produzidos. Apds, encontram-se as normas para submisséo

das revistas, descritas no Capitulo 5, pagina 91.
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CAPITULO 1

Parametros metabdlicos e balan¢o oxidativo de Rhamdia quelen alterado frente a
exposicdo a herbicidas de lavoura de arroz (Roundup”, Primoleo” e Facet")
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Parametros metabdlicos e balango oxidativo dehamdia quelen alterado frente a exposicao a herbicidas

de lavoura de arroz (Roundupy, Primolec” e Facet)
Tanilene Sotero Pinto PerdéhRodrigo Nizolli Weimet, Betania Souza de FreitaSuendalina Turcato Oliveitd®

Resumo

Foi avaliada a resposta de juvenisRleamdia queleri6 a 8cm de Comprimento Total) frente a exposic&oricentracdes
subletais de Round@{18; 36; 72 e 144pg/L), Primol8¢2,5; 5; 10 e 15ug/L) e Faédfl,75; 3,5 7 e 14pg/L), através da
determinacdo de proteinas totais (PT), glicogéi®@&)( lipideos totais (LT), triacilglicerdis (TAG)jpoperoxidagdo
(TBARS), e da atividade das enzimas antioxidanteersxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), nasdwias, figado,
rins e musculo. O Round@ip(glifosato) provocou alteracdes no tecido brarguiade observou-se reducéo nas PT, GG e
LT; no tecido hepatico e renal houve deplecéo dgsaimento de PT no figado e de GG no misculo.t&mm Primoled
(atrazina), todos os tecidos estocaram TAG e coimaomLT (exceto as branquias, que reduziram as RBifija houve
incremento do GG nos tecidos renal e muscular. @{Fgquinclorac) provocou alteracdes principalmenteigado (com
elevacéo de PT, LT e TAG) e no musculo (com elevalfAGG, LT e consumo de TAG); as branquias mastraapenas
deplecdo das PT, e o tecido renal ndo teve selbalistao alterado. Estes peixes parecem conseguimadular suas
enzimas a ponto de n&do sofrerem dano oxidativadraos herbicidas Roundpelo aumento da CAT) e Primofetsem
ateracbes nas enzimas SOD e CAT); o FBadquinclorac) aumentou a lipoperoxidacéo, pringipaite nos tecidos
branquial, renal e muscular, apesar da elevac&Qia, prejudicando a espécie. Mesmo néo sendo @vadiok espécies-

alvo para estes agroquimic&hamdia queleg prejudicada com a interagdo com estes herbicidas

Palavras-chave
Toxicologia; Parametros metabdlicos; Estresse tixitgpeixes; glifosato; atrazina; quinclorac

Introducao

Peixes séo excelentes indicadores da degradacaergahbpois sdo organismos sensiveis a uma ampla
gama de estressores, refletindo os efeitos amisep@ serem dependentes da qualidade da agua e de
macroinvertebrados como fonte alimentar, para equssgm obter sucesso na reproducéo, no crescimergo e
sobrevivéncia da populacdo (Fausch et al. 1990)td?em um longo periodo de vida, efeitos comodasso
reprodutivo e mortalidade em diversas classesast&do consequéncias de estressores ambientaiis, Ass
maior vantagem de utilizar peixes, para Fausch €1890), é que estes organismos podem indicarafidade
do ecossistema aquatico e de bacias vizinhas npangfestam a importancia ecoldgica da perturbacaorioa,
por efeitos diretos e indiretos ao ecossistematmgudVienezes et al. (2014) defendem a utilizacépeixes
teledsteos como indicadores de contaminagdo pauepts como pesticidas, porque as suas respostas
bioquimicas sdo semelhantes as encontradas em enasnif

Rhamdia quelen(Quoy e Gaimard, 1824) é um peixe de couro, dleadb dentro da familia
Heptapteridae, na ordem Siluriformes da série Bidgoclasse Osteichthyes. Esta distribuido do &téx
Argentina (Reis et al. 2003), sendo considerada espécie rustica devido a capacidade de sobrevivénc

alteracdes da agua como pH, dureza, amdnia e axig@omes et al. 2000). Sua coloracao varia de onarr
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avemelhado claro a cinza, com o ventre corporak rolgiro. Esta coloragéo varia de acordo com o arn#ie
tendendo a clarear em ambientes mais claros euseesc em ambientes escuros. O jundia apresestpdrés

de barbilhdes, localizados junto a boca. Estesdipésn provavelmente auxiliam na percepcédo da caddidia
agua e na localizacao do alimento (Baldisserotfdefo 2004). O habito alimentar desta espécie éiderasio
onivoro generalista, no ambiente natural, tenddep¥acia por peixes, crustaceos, insetos, restgstais e
detritos orgéanicos, refletindo que ndo apenasisesatam no habitat benténico (Gomes et al. 2000)Bhasil,

esta espécie esta perfeitamente adaptada as thferestacfes climaticas e as variagdes extremas de
temperatura, sobrevivendo as baixas temperaturasveono e obtendo sucesso de crescimento, bem como
reprodutivo, no verdo. Também é conhecido comoigandandi e sapipoca. Possui boa aceitacdo corhercia
sendo espécie potencial para cultivo tanto pelageguanto para a alimentacdo, possuindo carnalu® s
agradavel e excelentes caracteristicas para ogsamento industrial (Barcellos et al. 2003).

O uso de agroquimicos tem resultado na poluicd@ddsentes aquaticos, atingindo estes ecossistemas
por diferentes rotas: aplicacéo direta, descamydgsiriais e urbanas, escoamento superficial & phertfontes
difusas, incluindo solos agricolas, aerossoisjqdas de deposicao e precipitagcao entre outrdie@aos et al.
2009; Sharma 1990). Tendo em vista a crescentecyppaQdo com as alteragbes provocadas no ambiente
aquatico, resultante das diversas atividades hwsmnamiasce também a necessidade de padronizagédo e de
utilizacdo de espécies bioindicadoras, bem comesem/olvimento de testes de toxicidade ou bioesgsoa
avaliacdo destes impactos. Para o monitoramentgrda de degradacdo do ambiente e da salude dos
ecossistemas de lagos e rios torna-se necessaétitizacao de peixes (Hued & Bistoni 2005). O métate
deteccdo da ocorréncia de espécies tolerantes eedaparecimento de espécies intolerantes tem sido
amplamente utilizado para indicar e mensurar aadlegéo ambiental (Fausch et al. 1990).

A importancia das avaliacGes fisiologicas em orgaois expostos a concentracdes subletais é
destacada por Fanta et al. (2003), pois possihnilitacompreenséo da capacidade de manutenciomldagies
em ambientes contaminados. As mesmas autoras afitdeam que muitos pesticidas ndo sédo efetivoss poi
possuem baixa toxicidade, porém sdo metabolicantiertsformados em substancias toxicas ativas. Marea
bioquimicos podem fornecer informacdes sobre ogasw de metabolizacdo de pesticidas, segundo S&antos
Martinez (2012), pois 0 agente toxico pode sembimformado por enzimas que tornam-0 um compostmsne
téxico e assim facilitam a sua excrecdo. Estudostmnam que em algumas espécies de peixes os hewbicid
também podem causar distirbios no metabolismo dmidaatos, proteinas e em parametros sanguineos do
peixes (Menezes et al. 2014).

Para Shiogiri et al. (2012) as branquias e o fighmpeixes séo os principais 6rgdos-alvo de mialgécu
xenobidticas, sendo que este Ultimo pode sofr@ragbes no metabolismo de lipidios e de carboislrato
afetando indiretamente a funcéo de outros érgdmdir® et al. (2012) destacam que as branquiagnse o
intestino desempenham um papel importante na bi&ftytemacédo e excrecdo destes agroquimicos, embora o
figado seja conhecido por ser o principal 6rgdajemestes processos acontecam. Estes autoresicamotum
seu trabalho que as respostas metabdlicas e emam&ho mecanismos de protecdo contra a absoogio d
toxicos, e que se tais condi¢cbes ambientais foramtidas por muito tempo, os danos teciduais (pralmiente
nas branquias) podem comprometer o metabolismabtlibpeixe, incluindo as vias envolvidas na regioale

tecidos, crescimento e reproducao.
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O estresse oxidativo € caracterizado pelo excesdbsgécies Reativas de Oxigénio (EROS), como o
radical anion superéxido ¢, peréxido de hidrogénio @@,) e o radical hidroxila®QH). A enzima superéxido
dismutase (SOD) catalisa a conversao deed HO,, enquanto a enzima catalase (CAT) decompde bté
O, e HO (Thomaz et al. 2009). Estas EROS podem reagir ommromoléculas biolégicas e produzir
peroxidacao lipidica (LPO), danos ao DNA e oxidagégroteinas, resultando em estresse oxidativamah et
al. (2009) afirmam que diferentes processos paitm8dgenvolvidos na etiologia de diversas doengageiies
estdo associados aos contaminantes, a partir thoubstexcessivo a produgédo de EROS. Para os auasEs
danos e patologias podem ser percebidos em divgrapes taxondmicos presentes nos ecossistemascagya
visto que todos ecossistemas tropicais estdo, natudé¢, ameacados pela degradacdo ambiental e pelas
atividades antrépicas, entre as quais estd o whsciiminado dos agrotéxicos como fungicidas, iogds,
pesticidas e herbicidas.

A formulacéo dos herbicidas baseados em glifosdiaséante variavel, conforme o fabricante, sendo o
agroquimico mais popular a base de sal de isopiropia (IPA) do acido N-fosfonometilglicina, surfacte e
agua, com meia-vida no solo de até 197 dias, eyna de até 42 dias, quando a formulagdo comerogyr
como surfactante o POEA (polioxietilienoamino) (@iet al. 2000). A empresa Monsanto do Brasil Ltda.
fabrica o Roundufy de mesmo nome comercial na América do Norte,rpa@ outros paises existem Varios
nomes como: Sting, Alphee, Azural e Faena. O glifo® um inibidor do acido chiquimico, exclusivo de
vegetais e sem equivaléncia em animais, por istchAdenzima potencialmente afetada, causando luissiem
diversos 6érgaos dos individuos aquaticos que verdangeri-lo (Aminov et al. 2014). Os mesmos aigore
afirmam que os animais aquéticos, em especial issgesdo mais sensiveis ao Rourftdp que os mamiferos.
Diversos estudos avaliam o efeito deste agroquiminespécies de peixes expostos ao RotthdDprydoras
paleatuspor Fanta et al. (2003Rhamdia quelemor Ferreira et al. (2010), Menezes et al. (2@&LHpso et al.
(2007), Leporinus macrocephalupor Albinati et al. (2009),0Oreochromis niloticus Cyprinus carpio e
Colossoma macropomummor Moura (2009). Mesmo com resultados diversadteragdes dependentes dos
procedimentos experimentais, todos afirmam que widida € um téxico que induz danos ambientais.
Atualmente, a USEPA classifica o principio ativifaglato como de baixa toxicidade ou ndo-téxicoveEsa& aos
mamiferos, ndo-téxico a moderadamente téxico aastiebrados aquaticos, e de toxicidade baixa a raddea
peixes e anfibios (Annett et al. 2014). A legistaffiasileira permite, em ambiente natural limna@resenca
de 65ug/L de glifosato (Resol. CONAMA n°357/2005).

O herbicida Primoléd tem com principio ativo a atrazina, e é fabricao Brasil pela Syngenta
Protecdo de Cultivos Ltda. E um herbicida sisténsieletivo, e age inibindo a fotossintese e outrosgssos
enzimaticos nas raizes e folhas das ervas daniftwaslin 1994). Cericato et al. (2008) afirmam qustee
herbicida também é comumente utilizado combinado ootros, em especial com a simazina, recebendo o
nome comercial de Herbinfix nas lavouras de soja e milho. Os mesmos auténels @firmam que este
herbicida é pouco afetado pelos processos natlgailegradacéo, contaminando quase permanentemagia a
e a superficie do solo devido sua elevada meia-@daforme publicado pel@anadian Council of Ministers of
the Environmen1999), a meia-vida da atrazina é variavel conéompH do substrado, podendo ser encontrada
por 95 a 165 dias em solos de pH 4, de 145 a 3&0ath substratos de pH 7, e de 3 a 5 anos em tmraipH
8. Segundo dnternational Agency for Research on Cancaratrazina é classificada como “possivelmente

carcinogénica aos humanos” (Roustan et al. 201#bEm é considerada toxica aos peixes e anfibiesmnm

29



tendo sido desenvolvida como um fitotoxico, comaemtracdes letais dependentes das condi¢des dsigimo
e da sensibilidade da espécie (Azevedo 2013; Raetial. 2012).

No Brasil, o herbicida Factétambém é muito utilizado, aplicado comumente ndsi@s de arroz
(Oryza sativa na forma de spray (pulverizacao), em concentsapé@&ximas a 0,75 mg/L (Rodrigues & Almeida
2005). O fabricante (a empresa Basf S/A) afirmapula do produto, que o quimico pode causar danos e
ambientes aquaticos, em longo prazo. A meia-vidamnada por Pretto et al. (2011) para o quincloségua
foi de apenas 5,85 dias, porém os autores afirmaegte valor pode se elevar quando a aplicagcdoeo@mn
solo. Recomenda ainda que n&o deva ser aplicadsmk® arenosos, nem em condi¢cdes extremas. Nodeaso
culturas de arroz irrigado, mesmo em cuidado coeasawvizinhas, como recomenda o fabricante, por ser
altamente soltvel e relativamente mével, acreditapse o quinclorac (principio ativo do F&9epode ser
encontrado longe do local de aplicacao, afetandoap&nas as espécies da cultura selecionada. iCafaterdo
Drive®, produto extremamente similar ao F&cettambém desenvolvido pela empresa Basf S/A, gtivupor
nota técnica que o quinclorac é extremamente dstpuesuindo meia-vida de até 365 dias em situacdes
aquaticas anaerobicas; e tempo superior a um anarnebientes aquaticos e aerébicos, em argila siltosa
inundadas e solos argilosos siltosos. Ndo ha &gisl regulamentando o uso deste agroquimico nd.Bras

Com este trabalho buscou-se verificar possive&sajbes nos pardmetros metabodlicos e no balanco
oxidativo de individuos juvenis d&®&hamdia quelenfrente a testes de toxicidade aguda com quatro

concentracdes dos herbicidas Rourfgirimole§ e Facet.

Materiais e Métodos
Peixes

Os exemplares dehamdia quelerforam adquiridos de uma piscicultura, e passaransgte dias de
aclimatacao, em fotoperiodo claro-escuro de 12drad) salinidade de Opsu, aeracao constante, pel @t e
7,2, temperatura controlada de 23+1°C e sendo miades uma vez ao diad libitum com a mesma racéo

comercial que era ministrada na piscicultura. Taomdividuos possuiam comprimento total entre8&m.

Desenho experimental

Findo o periodo de aclimatacdo, parte dos aninmmanf expostos aos agroquimicos e o restante foi
mantido nas mesmas condicdes de aclimatagdo e setat@ com 0s agroquimicos, constituindo o grupo
controle. O periodo de exposicdo também perdurauspte dias, mantendo-se os mesmos parametros de
cuidado da etapa anterior. Os grupos e as con¢éaralos agroquimicos utilizados estéo descritGsabala 2.

O experimento foi realizado com grupos de 24 arsmar concentracdo, e 0 mesmo nimero de indivithios
utilizado no grupo-controle, totalizando 120 ansnadr herbicida e perfazendo uma triplicata.

As concentracBes foram escolhidas com base tanfmublicado como no encontrado em corpos de
agua proximos de lavouras do sul do Brasil, conaitho ainda os valores estipulados na legislacdsilbira.
Assim, os valores utilizados para o herbicida Ropfidformulacéo original com 360g/L de glifosato, em
concentracdes entre 18 e 144ug/L) estdo dentraaida permitida pela Portaria Brasileira n® 518/2@@4
Ministério da Salde para agua potavel para o com$wmano (concentragdo maxima de glifosato de 0]5mg
segundo a Portaria referida), tendo sido encontrelores entre 0,1 e 0,7mg/L de glifosato em &guas

superficiais de areas de cultivo de soja (Queirbale2011). Ainda para este agroquimico, o limtate

30



americano deste herbicida em agua potéavel, pubipath Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estadiadddn
(USEPA) é de 700ug/L.

Tabela 2.0Organizacdo dos grupos e agroquimicos aos quasixss foram expostos.
Grupo Principio ativo Concentragoes (pg/L)
Controle Sem interagdo com nenhum agroquimico
18
36
72
144
2,5
5
10
15
1,75
3,5
7
14

Roundup® Glifosato

Primolec® Atrazina

Facef Quinclorac

Para o herbicida Primol&o(formulacdo com 50% de atrazina), a legislacAileiea (Portaria n°
518/2004 do Ministério da Salde) permite a presafeg®ug/L na agua considerada potavel ao consumo
humano. Nos Estado Unidos, para a USEPA o valoimmapermitido deste herbicida em corpos d’agua é de
3pg/L. Os valores escolhidos para este trabalho2(@ea 15ug/L) baseiam-se no encontrado nas aguas
adjacentes a campos tratados, com concentragGasdarentre 029/L e 1.00Qg/L (Paulino et al. 2012). O
mesmo autor citado anteriormente realizou suasmabm concentracdes subletais de atrazina (2;250¢#L)
em bréanquias derochilodus lineatus

N&o ha legislacdo regulamentando o uso do princpi@ do Facét (produto em pd, com 75% de
quinclorac) no Brasil, mesmo sendo um agroquimigplamente utilizado. Como critério de escolha para
determinar as concentragBes que utilizamos, toraocesno referéncia os trabalhos publicados com eslor
deste quimico nas lavouras do sul do Brasil. Enagdimnicas de cultivo de arroz no sul do Estad&aista
Catarina foram encontradas concentragfes do heabgpiinclorac entre 2,11 e 20,2ug/L (Deschampd.et a
2013). Desta forma, optamos pela utilizagdo derquaincentracdes, entre 1,75 e 14pg/L de Bacet

Findo os sete dias de exposicdo, foi realizadaséagdio de medula espinhal nos animais, sendo estes
pesados em balanca semi-analitica (precisdo ddd),@medidos com paquimetro digital (precisdo éhQl
Reservaram-se para as analises bioquimicas asuimang figado, os rins e parte do muisculo caudaté de
1cm?2). Como o comprimento de maturacao sexual desgtécie é de 16,5cm e 17,5cm para machos e fémeas,
respectivamente (Baldisserotto & Neto 2004), nadefita distincdo entre os géneros, pois todomndwiduos
encontravam-se entre 6 e 8cm de comprimento tntapacitando a sexagem dos animais.

O protocolo experimental foi autorizado pelo ComiggEtica para o Uso de Animais da PUCRS, sob

registro n° 11/00276, comtotal igual a 486 animais (perfazendo triplicgiaa os trés herbicidas).

Preparacao dos tecidos

Os tecidos foram congelados a -20°C para presarivdegridade destes, e apds o congelamento, foram
pesados individualmente. Estes foram agrupadomaimdopools compostos pelos tecidos de trés individuos
para cada andlise. Qmols foram processados conforme a necessidade de catteglo para as andlises

bioquimicas e enziméticas, para os quatro org&msados (branquias, figado, rins e masculo).
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Determinacdes metabdlicas

A homogeneizacdo dqmols para as medidas de proteinas totais (PT) e glitod&G) seguiram o
protocolo de extracdo de Van Handel (1965), corragao na quantidade de reagente basico para aagiss
tecidos (em branquias e musculos, utilizou-se 0.8dm KOH 30%, ja nos tecidos hepatico e renal foram
utilizados 0,4 mL da base), a 100°C por aproximaaden6 horas. Concluida esta etapa, as amostras for
centrifugadas a 3.000 rpm por 3 minutos para &egilo das medidas de proteinas totais (PT), cosoae kit
comercial para proteinas (Labfdsatravés da reacéo de biureto, por ser extremansamisivel e estavel. As
determinacdes foram feitas por espectrofotomedris5 nm, em triplicata sendo os valores expremsosig de
proteinas/g de tecido.

No restante do homogeneizado, acrescentou-se 8 get&laSO, e 0,9 mL de alcool etilico absoluto,
agitando-se e centrifugando-se a 10.000 rpm pomitutos; apds, mais dois processos de lavagensfora
realizadas com élcool etilico absoluto (0,9 mL)4r0L de agua destilada, com centrifugacédo por maéempo
e rotacéo da etapa anterior, sempre descartandsskrenadante. Foi realizada a ressuspenséo dipifaeo
em 0,3 mL de &gua destilada, seguida de hidrétisiadcom 0,1 mL HCI 4N em 0,1 mL da suspensao &alps
aquecidos a 100°C por uma hora) e neutralizac@n (b mL de NgCO; 2M). Para a quantificagdo da glicose
liberada pela hidrélise do glicogénio utilizou-s&ibda Labtest (Glicose PAP), que baseia-se no método da
glicose oxidada, com medi¢cdes espectrofotométramas triplicata, a 505 nm, sendo os resultados finais
expressos em mg de glicogénio/g de tecido.

Para as analises das reservas de gorduras faiadalextracdo com cloroférmio:metanol (2:1), uma
relacdo de 40 vezes o peso pmol em gramas (Folch et al. 1957), para realizar adgemeizacdo com
equipamento tipo Turrdx seguida da filtracio da suspensdo amostral. A festacrescido NaCl 0,9%
(resfriado), na proporcdo de 2 mL de NaCl para d&dmL de homogeneizado. A suspenséo foi centrifaga
2.000 rpm por 10 minutos e descartada a fase sup&ste processo de lavagem e centrifugacéo &izeslo
mais duas vezes, a fim de remover toda a mistucéodeformio:metanol.

Deste, uma aliquota foi destinada a determinacadipéeos totais (LT), com uso do método da
sulfofosfovanilina (Frings & Dunn 1970). Adicionm& 1 mL de &cido sulfirico em 20 uL da suspensao
amostral, permanecendo em tubos de vidro com taatpeecidos a 100°C por 10 minutos. Apds esta reacao
resfriam-se as amostras em banho de gelo paracdoade 2,5 mL de Vanilina, para coloracdo do pmdut
apolar, seguindo-se a quantificacdo espectrofoticadiela leitura da absorbéncia das amostrasriglicdta) a
530 nm. Os resultados sao expressos em mg dedgigdee tecido.

Outra aliquota destinou-se a dosagem de triacidis, utilizando-se o kit comercial para triglickos
da Labtest, que segue a metodologia colorimétrica enzimatioa) leituras em triplicata, 505 nm. Os valores

estdo expressos em mg de triacilgliceréis/g delteci

Ensaios enziméaticos

Para medir o balanco oxidativo, os tecidosam homogeneizados em solugcédo de Buffer Fosio (
mM, pH 7,4, acrescida de PSMF 1 mM), em volume deervezes o peso total ¢gmol, com o auxilio de
aparelho microtriturador (Turr8x Antes de cada analise, centrifugou-se o homadzede a 3.000 rpm por 3

minutos, utilizando-se sempre a interface.
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A medida da atividade da enzima Superéxido Disneut§SOD) foi realizada por cinética
espectrofotométrica, a 480 nm, com uma leiturada &0 segundos, para a observacao de uma curvd com
pontos em 300 segundos. Foi utilizado tampédo @i¢60 mM, pH 11, a 25°C), o homogeneizado preparado
com Buffer Fosfato e epinefrina como catalisadaaarehcdo enzimatica. Esta foi preparada com 0,84 g
epinefrina (PM 333,33), 14 uL de HCIl e 2 mL de &daatilada, sendo mantida sempre em gelo e abrigmda
luz. Foram realizadas 3 curvas com 5 leituras, seadprimeira com 950 pL de tamp&o e 50 pL de
homogeneizado, a segunda com 975 pL de tampadopd 2 homogeneizado e a terceira com 990 pL de
tampdo e 10 pL de homogeneizado, sempre totalizdn@@0 pL em cubeta de quartzo, mais 17 pL do
preparado de epinefrina. Estes procedimentos foreaftizados em temperatura ambiente, em triplicata,
totalizando 3 curvas de cada concentracdo de hamagelo, portanto 9 curvas por amostra, conforme
determinado por Misra & Fridovich (1972).

A atividade da enzima Catalase (CAT, conforme Bisv&rChance 1973) também foi mensurada por
cinética espectrofotométrica em temperatura amibiemh triplicata, com curvas baseadas em 8 poigtantes
por 7 segundos cada (curva total analisada comeg@nslos, a 240 nm, em cubeta de quartzo). Para este
procedimento, utilizou-se 955 pL de tampéo fosf@d mM, pH 7,0, a 25°C), 10 uL de homogeneizado
amostral e 35 pL de peroxido de hidrogénio (0,3Mpprado com 170 pL de;8&, em 5 mL de agua destilada),
mantido sempre em gelo e abrigado da luz.

A medida de lipoperoxidacéo (LPO) foi realizadaapguiantificacio das Espécies Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARS), seguindo-se a reacdo cor [lQ de acido tiobarbitdrico (TBA 0,67%), 150 uL de
acido tricloroacético (TCA 10%), 50 pL de agua iteedh e 50 uL de amostra homogeneizada, confornegdu
& Aust (1978). Esta mistura foi aquecida a 100°€C J® minutos. Acrescentou-se 300 uL de alcool rikbat
para extrair o produto apolar da solugdo aquosa, @entrifugagéo a 3.000 rpm por 10 minutos. Asitai
espectrofotométricas foram realizadas no sobremadam triplicata, a 535 nm, em cubeta de quantztap

No mesmo homogeneizado com Buffer Fosfato, foizadh medida das proteinas com kit comercial
da Labtest, por espectrofotometria a 545 nm, em triplicasragodermos assim mensurar a atividade da SOD
(expressa em unidades de SOD/mg de PT.min, sendounidade de SOD correspondente a quantidade de
enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidacadettector utilizado, neste caso a epinefrina), & Cé&m
pmoles de decomposicdo de@4/mg de PT.min) e a lipoperoxidacdo (com os resalaekpressos em nm de
TBARS/mg de PT).

Todos os reagentes e demais produtos quimicosadkils possuiam alto grau de pureza e procedéncia

garantida pelas empresas MétekSigma-Aldricf.

Andlises estatisticas

Utilizando os programas IBM SPSS Statistics 20.Bi@Estat 5.0, os resultados foram analisados
estatisticamente, com o teste de Kolmogorov-Smipeara verificacdo da normalidade; seguido de ANGIéA
uma via para os resultados que obedeceram a hipditdes, e do teste de Levene para verificar a natate e
definir o teste complementar, sendo o teste dar@if@ Minima Significativa (Qquando assume-se que as
varidncias séo iguais) ou pelo teste de Games-Hi¢paeh varidncias iguais ndo-presumidas). Parasagtados
gue seguem a hipétese alternativa (sendo assindecedos ndo-paramétricos), fez-se uso do teskauiskal-

Wallis, complementado pelo teste Student-Newmansk&w valor de significAncia deigual ou menor que 5%
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indica que existe relagdo entre as variaveis tastédar 2010), estando os resultados expressos o@d@ +

erro padrdo da média.

Resultados

O herbicida Rounddpprovocou alteracdes metabdlicas principalmenteesao branquial, onde se
observou deplecdo de proteinas totais nas tréseipaisnconcentracdes (Fig. 9-A), reducdo nos nideis
glicogénio na terceira concentragdo (Fig. 10-Apestimo das reservas lipidicas nas concentracdb3 dg/L e
72 pg/L (Fig. 11-A). Este herbicida também indueiuconsumo das reservas energéticas nas concestiagi
18 pg/L e 144 pg/L de Roundlmos rins (Fig. 11-C); e com 18 ug/L e 36 pg/LRirinduf no figado (Fig.
11-B). Este ultimo 6érgdo ainda teve a sintese déefmas estimulada nas concentracdes extremas (48 e
Ma/L, Fig. 9-B). O tecido muscular alterou aperasssniveis de glicogénio, que apresentaram-sedzsw@m
36 pg/L de Roundup Frente a este agroquimico, os individuos ndeaaite os niveis de triacilgliceréis em
nenhuma das concentrag¢des utilizadas (Fig. 12)mdesom uma aparente elevagdo concentragdo-dependent
no tecido renal (Tabela 3), os niveis da enzima&mixido dismutase ndo se alteraram significativaenem
nenhuma situacédo experimental, com este agroquidéca enzima catalase mostrou-se aumentada maastec
branquial (com uma elevacdo concentracdo-dependsee significaAncia apenas na primeira concentracao
Tabela 3) e muscular (apenas com 36 pg/L de Rounhdigbela 3). A elevacdo das atividades enzimaticas
mostram-se eficazes no combate as Espécies Red&v@sigénio, posto que os niveis de lipoperoxidag@n
sofreram alteracdes significativas em nenhumagdmaxperimental (Tabela 3).

Frente ao Primolég nenhuma enzima antioxidante apresentou aumentsuaenatividade quando os
individuos foram expostos a este herbicida (TaBgla uma reducdo nos niveis de TBARS renal (TaBgla
Contudo, este herbicida alterou o metabolismo dosas expostos, que apresentaram redugdo pratéica
tecido branquial (exceto para 5 pg/L de PrimodleBig. 9-A) e aumento na sintese de glicogéniolrena
muscular em diferentes concentracdes (Fig. 10-@-B)1 As reservas de gordura também foram alteradas
significativamente, observando-se o consumo dddips totais em quatro situacdes: na segunda coacaot
no tecido hepatico (Fig. 11-B); na terceira cona®@#o, no tecido renal (Fig. 11-C); e nestas mesinas
concentracgdes, no tecido muscular (Fig. 11-D).r@silglicer6is mostraram-se significativamenteveldos em
todos os tecidos (Fig. 12), frente a exposicaeéssgrimeiras concentragdes; exceto para o tecideular, que
obteve elevacdo em todas as concentracdes tegiatm® Primoled, sendo este incremento inversamente
proporcional a concentracdo do agroquimico (FigD).2

Quando expostos ao Fdtebs tecidos hepético e muscular mostraram serais sensiveis a este
toxico, apresentando elevagBes nos niveis de pasteio figado na segunda concentragdo (Fig. 9tB)pato
no estogque de glicogénio muscular na concentraghs afta (Fig. 10-D); sintese de lipideos totaidigado,
também na quarta concentracéo (Fig. 11-B), e nanskege terceira concentracdes, no tecido musdeiigr 11-

D). Os niveis de triacilglicerdis foram elevadosamacentracdo mais baixa, no tecido hepatico (E2gB) e
sofreram reducdo no tecido muscular, na segundeentnacédo (Fig. 12-D). O tecido branquial alterpereas
seus niveis de proteinas, que foram deplecionaasancentracdes de 1,75 e 7 ug/L de Fasetnzima SOD
teve sua atividade aumentada nos tecidos hepatiaoségunda concentracdo) e muscular (na terceira

concentracdo) (Tabela 3). Porém, os tecidos brahganal e muscular mostram um incremento do TBARS
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concentracdes extremas (Tabela 3). A enzima CATrm@girou-se alterada em nenhuma situacdo expedhment

com este agroquimico (Tabela 3).

Discusséo

Os peixes possuem a capacidade de reter, por poscatvos e passivos, 0s xenobibticos encontrados
na agua onde se encontram, sendo os parametrosra®os nestes animais considerados como avaliadores
potencial de poluigdo destes agrotoxicos (Bruml.e2(d4), fato corroborado por nossos resultadastdet al.
(2003) concluiram, em seu trabalho c@urydoras paleatusjue, mesmo em ambiente com concentracdes
subleitais consideradas seguras de um agroquimiemafosforado (Folidol 600, estes téxicos ndo podem ser
usados de maneira indiscriminada apenas por n&msketais, pois os individuos expostos podem adpece
apresentando alteracdes morfolégicas e/ou biogagm@m seu organismo. Conforme o esperado, nenhum pe
morreu durante o procedimento experimental deatmlino, confirmando que todas as concentracdézadtils
sdo subletais aos peixes da espBtiamdia quelen

Para Paulino et al. (2012) as branquias desempeninarpapel importante na regulagéo ibnica, no
equilibrio acido-base, na excrecao de nitrogénia dhematose. Fanta et al. (2003) também explicaamegqte
orgéo é responsavel por absorver os agroguimiassldidos na 4gua, e os compostos lipossolivesanass
organofosforados conseguem, sem dificuldade, atsave® sistema de membranas das células, intoxicstds
e, consequentemente, causando danos estruturaigol@mtes afetam ndo apenas a parte externa i tec
branquial, mas também a membrana basal, via sistemadatério, causando assim maior dano nas laida
branquias dos peixes mantidos em aguas contamigdat et al. 2003), reduzindo a permuta de g&3ee
CGO,) e causando um desequilibrio i6nico e acido-b&$tenlino et al2012).

Nas situacBes experimentais deste trabalho, osdr@écidas em questdo afetaram significativamante
concentracdo de proteinas do tecido branquial iy@sgente na busca de suprir a demanda energétcao
este metabolito considerado um dos principais apar® a elucidagdo dos efeitos de pesticidas emsvar
espécies de peixes (Toni et al. 2013), podenddabclismo de proteinas indicar uma estratégialdigioa do
peixe para compensar a situacdo de estresse. (Zpustas bioquimicas similares a encontrada em nosso
trabalho, Fernandez-Vega et al. (2002) também whsan hipoproteinemia em branquias de peixeguilla
anguilla expostos ao herbicida Molin&tetanto no periodo de exposicdo ao agroquimico coasohoras que
seguiram em recuperagdo em agua ndo contaminagtto Bt al. (2011) afirmam que uma hipo6tese pata es
resposta bioquimica seja uma hipoproteinemia gbrada, observada nos tecidos de peixes apos&ssstpor
agentes toxicos, relacionada a um distUrbio na oegulacao.

O herbicida Roundp ainda provocou reducdo no glicogénio e lipidedaigodas branquias, em
especial na concentracdo de 72 ug/L, quando es®snietabdlitos foram deplecionados. Para justifesie
grande gasto energético cabe lembrar que as begnggpresentam a interface direta do animal coneio m
ambiente, atuando como primeiro 6rgao a tentaraepa impedir o dano provocado pelas Espécies\Reale
Oxigénio, produzidas pelos mecanismos de defesaconpoluente, segundo Livingstone (2001), além de
necessitarem de uma sintese elevada de ATP parererantanto o balango oxidativo como a produgdo da
excreta nitrogenada (Souza-Bastos & Freire 2009).

Paulino et al.(2012) explicitam em seu trabalho que a exposicaatrazina afeta as defesas

antioxidantes em peixes, causando um desequildmti®@ a produgdo de EROS e a sua eliminagdo, aadolt
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em estresse oxidativo e dano tecidual. ContudorimoRed® (atrazina) ndo provocou stress oxidativo em
nenhum tecido dos individuos por nés testados;ardando com os resultados publicados por Pautirad. e
(2012), para exposicdo crbnica (por 14 dias) a eanacdes de 2 e 25 pg/L de atrazina, analisangeido
branquial do peixérochilodus lineatusOs mesmos autores ainda detectaram stress owidais individuos
expostos apenas a concentracdo de 10 pg/L denairazdm ativacdo de todas as enzimas antioxidantes
(superéxido dismutase, catalase e glutationa Sfeease). Nossos resultados ainda concordam caoaballtio
referido, visto que a catalase foi a Unica enzira catividade aumentada frente a exposicdo as trés
concentracées, porém do herbicida Roufidgfifosato), sendo capaz de impedir o aumentopizptroxidacao

no tecido branquial e, para os autores, quanddvessrintracelulares de B, estao elevados, faz-se necessaria
maior quantidade de catalase, a enzima que regeréxido de hidrogénio ¢@,) (Paulino et al2012). Outros
mecanismos de defesa podem estar envolvidos, cocitoaomo P-450 que é considerada a principaldeia
biotransformacdo em animais por Foster et al. (1,986to que ndo houve uma resposta dose-dependante
ativacdo das enzimas SOD e CAT, sugerindo quepmsts do tecido branquial a atrazina é complexaoco
também observado por Paulino et(@012). Estes autores ainda sugerem que a baisibdieiade do tecido
branquial a atrazina pode ser devido a rapidafegdzia do agroquimico das branquias para o sangue

Frente ao herbicida FaCeb tecido branquial dos juvenis Bdiamdia quelesofreu estresse oxidativo,
nas concentracdes extremas (1,75 e 14 p/L, Tabeke® a ativacdo de nenhuma das enzimas antideglan
analisadas. Segundo Orug¢ & Usta (2007) e Thomak €2009), a atividade das enzimas antioxidanteke fser
aumentada ou inibida pela exposicdo a xenobiétidependendo da intensidade e da duracdo da exposica
aplicada, bem como a susceptibilidade das espéxjesstas. Assim, acreditamos que o Fadewa ter inibido
a SOD e a CAT, acarretando em dano imediato ndddmianquial, visto que tanto a SOD quanto a CAT sa
enzimas-chave no sistema antioxidante, que tralalpara manter as baixas concentracfes e o estado de
equilibrio das EROS (Thomaz et al. 2009).

O figado dos peixes expostos a pesticidas sofrbé&amnalteracdes morfoldgicas, devido a intoxicagéo
provocada por organofosforados, pois este drgaespgonsavel pela biotransformacdo dos agroquimigos e
metabdlitos, através de enzimas, a partir da fragfiovel de mitocdndrias e microssomos, podendoator
muitas vezes o metabdlito em uma molécula mais&ddo que o produto original (Fanta et al. 2008)idPtos
sugerir que estudos futuros sejam realizados, dsananalise de alteracdes morfolégicas neste drgéte as
mesmas concentragdes. Isto porque, em relacdcassaresultados, ndo encontramos em nenhum mnigtabdl
nem em nenhuma situacdo experimental respostasdépsadentes, como sugerem Jin et al. (2010) em seu
trabalho com zebrafistD@nio rerio), onde afirmam que o tecido hepatico respondedaapénte a atrazina,
exibindo uma resposta dose-dependente. Houve gessanetabdlicas frente aos trés herbicidas testpdoeém
sem ndo mostraram uma relacdo de dose-dependé&ecifigando-se apenas um aumento da atividade da
enzima SOD quando expostos & 3,5 pg/L de Basendo esta suficiente para a neutralizacdo d@®SER
produzidas, ndo havendo assim dano oxidativo nestelo. Podemos constatar uma relacdo de dose-
dependéncia apenas na atividade na catalase bahnguliscutida anteriormente.

Um aumento das proteinas totais, sugerindo unenimento da sintese e/ou diminui¢céo do catabolismo
foi observado no figado dos animais expostos asertragdes extremas de Rourtlepna concentracéo de 3,5
ug/L de Facét Sinhorin et al. (2014) mostraram resultados sired ao encontrados neste trabalho, onde

observaram um aumento significativo nos niveisgicos do figado de individuos de bagre-surubim stqsoao
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mesmo agroquimico, porém a concentracfes de 7% mgIL. Os autores acreditam que este aumento pode
estar relacionado a reparacdo das células hepéteido a acdo téxica do agente, representandorespasta
adaptativa contra uma possivel perda de protematedidos apds a exposicdo, conduzindo assimaunmnto

da sintese de proteinas hepaticas. Pretto et@l1l2ambém encontraram aumento neste metabélitmdp
analisaram o figado deeporinus obtusidenexpostos & 204 pg/L de Fatetoncluindo que esta sintese deva
indicar um reparo das células danificadas ou pamapensar as enzimas perdidas devido aos danosreslul
Estes resultados s@o opostos ao encontrado poreTahi(2011), que observaram um decréscimo nessnde
proteinas no corpo de carpas expostas ao fungieldzconazole por 96 horas. Estas diferengas poéem s
atribuidas ao tempo de exposicdo, a diferentesostEp dos organismos frente ao agroquimico testamio,
tratarem-se de espécies distintas, ou ainda peredifes respostas teciduais, visto que os auteaizgaram suas
analises com um homogeneizado produzido com o conwiro do peixe, somando assim as respostas
particulares de cada tecido.

Herbicidas como a atrazina (Primdl¢sao rapidamente absorvidos pelo trato gastrdingssendo
distribuido pelos rins e pelo figado (Dong et 80%). Corroborando com os autores, encontramosidoteenal
como o mais alterado por este agroquimico.

Podemos sugerir um padréo de acimulo de reseavissma de triacilglicerdis em todos os tecidos dos
peixes expostos ao herbicida PrimSle® ao herbicida Facemo tecido hepatico. Aliado ao aumento dos
triacilglicerdis, foi detectado uma diminuicéo dipsdeos totais nas concentracées intermediariaRritaoled
(5 e 10 ug/L), exceto no tecido branquial, que ald@rou suas reservas lipidicas nesta situacacimedal.
Também foram deplecionados os lipideos totais eBeglds hepéatico e renal dos individuos expostos as
concentracdes do Roundysendo estas as Unicas alteracdes bioquimicadafrelo tecido renal frente a este
ultimo agroquimico. Visto que os triacilgliceréigeram suas reservas mantidas ou aumentadas enestetra-
se como parte dos lipideos totais que apresentseagiminuidos, podemos supor que nesta situacéssshte
tenha sido utilizado lipideos polares. Os lipidpotares como o colesterol sdo principalmente compizs
estruturais da membrana plasmatica e utilizados @aintese de horménios como os glicocorticoifasck et
al. 1996). Sabe-se que, para que os niveis plagsate um metabdlito aumentem, faz-se necessarisisiese
tecidual e/ou sua maior absor¢éo no trato gaséstingl; sendo assim, podemos propor que este anipessa
ser consequéncia da alocacéo do trato gastroimdbgtra outros tecidos, para que estes 6rgdoampasparar
danos sofridos em sua membrana plasmética. Paortantme observamos neste discorda do publicado por
Sinhorin et al. (2014), que detectaram uma redsigmificativa nos niveis de colesterol no plasmabdge-
surubim exposto a concentragbes entre 2,25 e 1% mg/ RounduP; apesar da grande diferenca nas
concentracdes as quais os animais foram expossis, no presente estudo, utilizamos concentrab@es
menores. Estudos futuros devem ser desenvolvidasido elucidar o padrdo de comportamentos alimentsr
peixes expostos a estes agroquimicos.

Observou-se também um aumento de glicogénio redote renal (frente ao Primof®e muscular
(nos experimentos com os trés agroquimicos). Beatkal. (2009) explicam em seu trabalho que osGesdde
resposta do glicogénio parecem ser especificoascalelo com o agroquimico e com o tecido consideradue
pode explicar o perfil de resposta encontrado essm@studo para este polissacarideo nos rins eulndsc
caudal, frente aos resultados da literatura e dermndo as baixas concentragdes de agroquimiocQsais 0s

animais foram expostos. Os autores compararamldegss com individuos d&hamdia quelensendo um
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preservado e outro com alta atividade antropicapédses do sitio altamente antropizado apresentaiaeis
inferiores de glicogénio renal, e os autores sugaree a tensao pela modificacdo do ambiente é atmpa
pela rapida degradacdo de glicogénio, provavelmemter ajudar a manter a energia no processo nhietabo
Isto nos permite sugerir que o alto custo energétiz tecido renal esteja relacionado a metaboliza¢au
excreta deste xenobiotico. Os resultados destesegutoncordam com o encontrado por Menezes Cdl4),

gue trabalharam com a mesma espécie de peixe, porpastos a uma formulagdo comercial de acido 2,4-
diclorofenoxiacético [sal 2,4-D dimetilamina (DMA)pbservando uma reducao do glicogénio em ambos os
tecidos citados. Ainda, Sancho et al. (1997) n&eoteram alteragcbes nos niveis de glicogénio hep#i
muscular do peixA&nguilla anguillaexposto a concentra¢gfes subletais de um inseticgdmofosforado.

AlteracBes nos produtos das reac¢des quimicas modnanetabolismo aerdbico podem ser resultado do
estresse oxidativo, pois as EROS clivam ligacOqstigieas, modificando os residuos dos aminoécidss,
reacdes de peptidios e lipideos (principalmentdfoomadores da membrana plasmatica), os produtos da
oxidacao dos carboidratos, a oxidacdo dos gruplfisirda e a formacao de proteina carbonil (LusHclga
Bagnyukova 2006). As substéncias reativas ao &timwmarbitirico (TBARS) indicam a intensidade da
peroxidagdo lipidica, pois o malondialdeido (quetipipa da reacdo com o &cido tiobarbitirico) é das
produtos finais da peroxidacao lipidica. Assim,liavaos a quantidade deste produto final para détamse ha
ou nao intensa peroxidacdo lipidica (Lushchak & rBagova 2006). Os niveis de TBARS mostraram-se
elevados quando os individuos foram expostos aglé de Facét, sinalizando estresse oxidativo no tecido
renal, frente a interacdo com o agroquimico. Castadar que, como ocorreu também no tecido brdnipsa
individuos expostos ao mesmo xenobidtico, as ermhnaSOD e CAT nédo foram ativadas. Pretto et Q112
explicitam que o estresse oxidativo induzido pabivgdas ou surfactantes, presentes em sua foramlag
associados a estes, pode suprimir a atividade daisn&s antioxidantes, supressdo esta devido a danos
oxidativos e/ou a perda de mecanismos compensatdbipostamente, quando expostos a concentragdo mais
elevadas de Primol&¢15 ug/L), os niveis de TBARS reduziram-se sigaifimmente, sugerindo que o sistema
enzimatico da SOD e da CAT foram capazes de regpanésta provocacao e neutralizar as EROS formadas
mesmo sem alterar-se significativamente, podendmrsgue outros componentes de metabolizacdo de
xenobiéticos foram ativados. Resultado similarrethucdo no TBARS (porém no tecido muscular), fiEteelo
por Moraes et al. (2007), apés expor individuogssi@@cid_eporinus obtusidena concentracfes de 0,375 mg/L
de Faceét, por 30 dias. Estudos futuros visando ampliar aanismos de acdo destes pesticidas em
oraganismos nédo-alvo, comoRhamdia quelene sua acdo sobre o sistema antioxidante enzwnatindo
enzimatico devem ser realizados.

A excecdo encontrada neste estudo foi a reacétedid®s hepatico e muscular dos peixes expostos ao
agroquimico Fac&t pois foram as Unicas duas situacdes experimeotais encontrou-se uma elevacdo nos
niveis lipidicos, combinadas com a manutencao dassnde triacilgliceréis ou a deplecéo destesyrigta no
tecido muscular. Landys et al. (2005) afirmam cgm, situacdes de aumento da demanda de energia, como
situacdes de stress, os animais podem obter erargigs de lipideos armazenados como triglicesid&inda,
mais estudos devem ser realizados buscando aneBsarmetabdlito nos peixes, especialmente na daea
toxicologia, para que possa tornar-se mais umarfegnta as analises ambientais.

Os radicais livres atuam sobre as membranas ligal€gpois estas sao ricas em lipideos (em especial

acidos graxos poliinsaturados), causando assipogdroxidacdo (Oru¢ & Usta 2007). No musculo (farb
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ug/L de Facél, nenhuma enzima estudada mostrou uma atividankerstada, tendo assim uma elevacgéo da
lipoperoxidacéo, sem alteracdo na atividade dasnaszantioxidantes SOD e CAT. Toni et al. (2013)kiém
encontraram aumento significativo da lipoperoxidagd figado e no musculo do peiGyprinus carpio a
concentracdo de 344,6 ug/L de F&ceendo que o tecido hepéatico apresentou alteradgre o 7° dia de
exposicdo, enquanto que o tecido muscular mostalterado apenas a partir de 30 dias de intera@oo
agroquimico. No presente estudo, as concentracfleadas foram bem inferiores as dos autores ogad
anteriormente, em especial a concentragdo mais BhjX5 pg/L), sendo a Unica situagao experimetajual o
tecido muscular sofreu lipoperoxidagdo. Frente @mo agroquimico, na concentracéo de 7 pg/L, anenzi
SOD apresentou-se aumentada, promovendo a nea¢@dizdas EROS produzidas pela interacdo com o
herbicida. J& a exposicdo ao Rourftlapnduziu a um incremento da enzima CAT, que tambéstrou-se
eficaz na remocdo das EROS, por ndo haver alteragdnedida de lipoperoxidacdo. Frente ao Prinfoleo
tecido muscular ndo alterou o nivel de atividadesdas enzimas antioxidantes, tampouco os niveis de

lipoperoxidacéao.

Conclusbes

Em exposicdo aos trés agrotéxicos testados, aasgdm bioquimica tecidual dos juvenisRlequelen
sofreu alteracdes significativas. Tais alteracéedem acarretar a danos principalmente no tecidongboial;
considerando seu papel funcional ligado as tro@®gps com o ambiente e a manutencdo do equilibrio
osmatico, estas alteracdes poderdo conduzir a endla pla homeostase, podendo acarretar na morénhosgis
e/ou a diminuicdo do sucesso reprodutivo, quandoost®s cronicamente a estas substancias e nestas
concentracdes, que sao semelhantes as encontradasl@enta natural. Os individuos Be quelenparecem
conseguir modular suas enzimas a ponto de ndorasfrdano oxidativo frente aos herbicidas Roufidap
Primoled’; porém, o herbicida Facetainda sem regulamentacéo de uso no Brasil) meseaapaz de agredir
significativamente os individuos juvenis desta espéorincipalmente nos tecidos branquial, renedwscular.
Pode-se sugerir, com base neste trabalho, umaoensslegislacdo brasileira, a fim de modificapacentracéo
permitida de glifosato e atrazina no ambiente m@étubem como a inclusdo do quinclorac nestas

regulamentacdes.
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Figura 9. Resultados do metabolismo das proteinas totaijsi@3 tecidos branquial (A), hepatico (B), rengl (C

e muscular (D) dos alevinos &hamdia quelgnexpressos em média + erro padrao. O simbolaéftifica as

diferencas significativas em relacdo ao grupo cbaticom valor dg<0,05.
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Tabela 3. Resultados do balanco oxidativo dos mbesvide Rhamdia quelenValores de superoxido dismutase (SOD), catal@3€T) e espécies reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) nos tecidos d@hamdiaquelen (média + erro padrédo). O simbolo (*) idecdifas diferencas significativas em relacdo ao@uagmtrole, com valor

dep<0,05.
Branquias Figado Rins Mdsculo
SOD CAT TBARS SOD CAT TBARS SOD CAT TBARS SOD CAT TBARS
(U SOD/mg PT) (pmoles/img PT.min) (nm TBARS/mg PT) (U SOD/mg PT) (pmoles/img PT.min) (nm TBARS/mg PT) (U SOD/mg PT) (pmoles/mg PT.min) (nm TBARS/mg PT) (U SOD/mg PT) (pmoles/img PT.min) (nm TBARS/mg PT)

Roundup®

[18ug/L] 1,29+0,8 13,13 +4,6 0,87+0,1 2,19+0,9 21,62+6,9 0,31+0,1 2,89+0,9 13,74 +7,9 0,48 £0,1 7,87+6,1 547+11 0,84+0,1
[36ug/L] 2,74 £0,921 27,78 £10,7* 0,37+0,1 1,81+0,7 16,65 +0,9 0,79+0,3 454+1,4 75+2,1 0,81+0,1 4,41+2,0 16,93 + 3,4* 0,71+0,3
[72pg/L] 249+12 45,03 +9,0* 284+11 450+1,9 41,56 +17,0 231+13 5,02+0,8 13,25+4,3 1,45+0,6 9,69+4,3 13,41 +4,6 0,52+0,2
[144pg/L] 1,6+0,7 64,72 £ 37,3* 0,93+0,1 0,64+0,1 37,24+114 0,32 £0,04 641+1,1 46,94 +22,7 0,97 £0,2 2,85+0,6 296+0,9 0,81+0,1
Primoleo®

[2,5u0/L] 0,81+0,1 758+3,4 0,55+0,1 331+1.2 12,75+6,0 0,53+0,1 1,75+0,6 6,79+2,8 0,53+0,09 2,01+0,5 7,66+4,0 0,71+0,2
[5pa/L] 0,32+0,1 1,14+0,5 0,40+0,1 346+14 36,66 + 16,2 0,72+0,2 0,66 £0,5 3,83+1,6 0,74 £0,3 6,93+3,1 532+24 2,08+0,9
[10ug/L] 1,34+0,3 369+1,6 0,62+0,3 1,64+0,6 35,87 +19,7 0,21 + 0,06 0,7+0,2 518+2,4 0,55+0,2 3,47 +1,38 9,69 +4,6 1,28+0,5
[15pg/L] 1,17+0,4 2,26+0,9 1,28 +0,6 1,73+0,6 971+44 0,28+0,1 1,92+1,4 10,76 £ 6,0 0,23 +0,07* 4,42+25 126+1,2 0,99+04
Facet®
[1,75pg/L] 586+2,4 472+15 3,72+1,2* 3,50+0,4 29,73+73 1,11 £ 0,06 1,75+0,3 9,71 +£55 0,82+0,2 4,25+0,8 536+18 3,55 +0,1*
[3,5ug/L] 719+32 3,00+£0,8 2,69 £0,99 19,84 +6,9* 69,96 + 14,9 15,37 +£10,9 265+12 7,38+1,6 1,93+0/4 9,59+1,9 11,18 3,0 525+1,7
[7ua/L] 8,73+3,4 399+24 2,24+0,5 2,56+0,6 39,72+14,2 0,70+0,1 1,93+0,6 4,76 £0,5 1,66 £0,4 10,72 £1,1* 86+27 513+1,7
[14pg/L] 77514 4,36 +1,0 7,24 £1,9% 20,37 +8,1 48,04 + 18,9 256+0,8 329+15 11,11 +2,7 1,82 £0,1* 497+19 579%23 229+05
C?):':lpoc?e 1,03+0,3 565+1,9 0,64 +0,1 334+1.2 54,86 + 14,8 0,59+0,2 2,74 £ 0,66 9,35+2,9 0,94+0,1 292+0,8 716+23 1,07+0,2
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CAPITULO 2

Alteracdes metabdlicas em jundids expostos a herbicidas de lavouras de arroz
(Roundup®, Primoleo® e Facet®)
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Alteracdes metabdlicas em jundias expostos a herbic idas de lavouras de arroz (Roundup ®,

Primoleo ® e Facet®)

Tanilene Sotero Pinto Persch™?, Patricia Rodrigues da Silva', Sarah Helen Dias dos Santos®,

Betania Souza de Freitasl, Guendalina Turcato Oliveira®*?

Resumo

Foi avaliado o efeito dos herbicidas Roundup® (18 e 72ug/L), Primoleo® (10 e 15ug/L) e Facet® (1,75
e 14pug/L) sobre o metabolismo de peixes Rhamdia quelen ja maturados sexualmente, com analises
nas branquias, figado, rins e muisculo caudal. Frente aos trés agroquimicos testados houve deplecéo
proteica nas branquias; aumento no estoque de glicogénio e consumo dos triacilglicerois hepatico; e
alteracdes no estoque de glicogénio muscular. O Roundup® e 0 Primoleo® estimularam o actimulo de
lipideos totais no figado e o uso desta reserva nas branquias quando expostos ao Roundup® e ao
Facet®. Nos rins houve um incremento proteico frente ao Roundup® e ao Primoleo®, aumento de
glicogénio frente ao Facet® e dos lipideos totais ao Roundup®. O musculo foi 0 mais afetado pelo
Primoleo®, com alteracdo em todos os metabdlitos testados. Sugere-se que mais estudos sejam
desenvolvidos envolvendo o armazenamento das reservas lipidicas nos tecidos de peixes expostos

aos agroquimicos.

Palavras-chave

Metabolismo; Rhamdia quelen; glifosato; atrazina; quinclorac

Introducao
Os agrotoxicos sdo contaminantes aquaticos decorrentes das atividades antropogénicas,
tendo como principal objetivo a eliminacdo de alguma forma de vida, sendo, portanto, letais inclusive

a espécies nao-alvo. Além da letalidade, alteracdes em diversos niveis de organizacao fisiolégica e

! Pontificia Universidade Catdlica do Rio GrandeSdt, Laboratério de Fisiologia da Conservagéo

2 Faculdade de Biociéncias, Programa de Pés-Gradumanologia

3 Bolsista de Produtividade do Conselho Naciondesguisa (CNPq - 307303/2012-8)

*Autor Correspondente erRontificia Universidade Catolica do Rio GrandeSin, Faculdade de Biociéncias, Laboratério deokigia da
Conservacgdo; Av. Ipiranga, 6681 prédio 12-C; PoMegre/RS/Brazil; Tel. +55 51 3320.3545, fax: +53 8320.3568, e-mail
guendato@pucrs.br
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morfolodgica podem ser observadas como, por exemplo, em musculos, figado, glandulas enddcrinas e
outros tecidos ou 6rgéos de populacdes e comunidades diversas (Albinati et al., 2009).

Fanta et al. (2003) destacam a importancia das avaliaces fisiol6gicas em organismos
expostos as concentracdes subletais, para que possamos compreender a capacidade de manutencéo
das populacBes em ambientes contaminados. Os mesmos autores salientam que estas adaptagfes
podem ser diferenciadas de acordo com a fase do ciclo de vida de cada espécie. Santos & Martinez
(2012) afirmam que, quando em contato com um organismo, 0 agente toxico pode ser
biotransformado para tornar o xenobiédtico um composto menos tdxico e facilitar a sua excrecao pelo
organismo. Assim, as andlises fisiolégicas (utilizando marcadores bioquimicos) podem prover
modificacdes estratégicas ao estresse causado pelo agrotoxico visando a manutencdo da
homeostase do organismo.

Os tecidos dos peixes sdo considerados ferramentas sensiveis a exposi¢cao de estressores
ambientais, pois sofrem de forma nitida com estes compostos quimicos (Albinati et al., 2009). Como
exemplos de marcadores bioquimicos podemos citar o glicogénio, amplamente estudado, pois
alteracdes nesta reserva energética podem configurar uma resposta bioquimica do animal (Bidinotto
et al., 1997; Sancho et al., 1998). Outro metabdlito de extrema importancia sdo as proteinas, pois
desempenham um papel vital na arquitetura e na fisiologia das células e o seu catabolismo
desencadeia a producdo de energia nos peixes, podendo o seu decréscimo também ser uma
resposta compensatéria ao estresse causado pela exposicdo aos herbicidas (Samanta et al., 2014).
Sancho et al. (2000) afirmam que a exposicdo a pesticidas pode acarretar em distarbios
osmorregulatérios associados a alterac8es no aporte proteico dos tecidos dos peixes.

Considerando tais aspectos, este trabalho foi desenvolvido com Rhamdia quelen (Quoy e
Gaimard, 1824), uma espécie rastica, distribuida do México a Argentina (Reis et al., 2003). No Brasil,
0 jundia é perfeitamente adaptado as diferentes estacdes climaticas e as variagbes extremas de
temperatura, bem como a variacdes de pH, dureza, amdnia e oxigénio dissolvido na agua,
apresentando um habito alimentar onivoro generalista (Gomes et al., 2000); possui boa aceitacao
comercial, sendo uma espécie potencial para cultivo tanto pela pesca, quanto para a alimentacao,
possuindo carne de sabor agradavel e excelentes caracteristicas para o processamento industrial
(Barcellos et al., 2003). Carneiro & Mikos (2005) afirmam, em seu estudo, que € possivel obter

crescimento padrdao de alevinos de jundia fornecendo alimento apenas uma vez ao dia. Segundo
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Baldisserotto & Neto (2004), com 16,5 cm e 17,5 cm todos os machos e fémeas, respectivamente,
estdo aptos para a reproducéo.

Neste estudo foram escolhidos trés herbicidas que sdo muito utilizados na regido sul do
Brasil, nas suas diversas culturas, e especialmente no cultivo de arroz irrigado. O Roundup®
(glifosato, produzido pela Monsanto do Brasil Ltda.) € utilizado na agricultura em aplicacbes variaveis,
conforme a necessidade frente as ervas daninhas. Conforme Amarante Junior et al. (2002), o valor
das doses é em torno de 5 L/ha, em até quatro aplicagdes com periodos entre 20 e 40 dias. O
Primoleo® tem como principio ativo a atrazina (fabricado pela Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda.),
sendo aplicado para controlar as ervas-daninhas de folha larga nos cultivo de plantas gramineas
(Griboff et al., 2014), podendo ser exemplificadas pelo milho, arroz, trigo, sorgo, cevada e cana-de-
aclcar. Bortoluzzi et al. (2006) encontraram concentracbes de 0,20 e 0,63 pg/L de atrazina
(Primoleo®) nas amostras de agua, apés o transplante de mudas de fumo. Estes dois herbicidas
possuem sua utilizagdo regulamentada pela Resolucdo n° 357 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), sendo permitido o uso de até 500 ug/L de glifosato e 2 ug/L de atrazina em
ambiente natural. J& para o Facet® (de principio ativo o quinclorac, fabricado pela Basf S/A) ndo ha
ainda legislacdo brasileira dissertando sobre o seu uso. Este agroquimico pertence a uma nova
classe de herbicidas altamente seletivos, mimetizador de auxinas, sendo vendido na forma um po
altamente sollvel; também foi desenvolvido para aplicacdo em areas de gramineas (Toni et al.,
2013). Marchesan et al. (2007) encontraram indicios de quinclorac quando monitoraram plantacfes
de arroz no Rio Grande do Sul; a concentracdo minima encontrada no rio Vacacai-Mirim foi de 0,48
pg/L enquanto a maxima foi de 6,60 ug/L.

Desta forma, o presente trabalho buscou verificar possiveis alteracdes metabodlicas em
individuos de Rhamdia quelen recém-maturados sexualmente, frente a testes de toxicidade aguda

com duas concentrag6es subletais dos herbicidas Roundup®, Primoleo® e Facet®.

Materiais e Métodos
Protocolo experimental

Os peixes foram comprados de uma piscicultura, e passaram por um periodo de aclimatagao
de sete dias, com temperatura e ciclo de luz natural, em aquarios com aeragdo constante, salinidade

de 0 psu, pH entre 6,7 e 7,2, protegidos de predadores e alimentados uma vez ao dia, ad libitum, com
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a mesma racdo comercial para peixes ministrada na piscicultura. O comprimento de maturacéo
sexual desta espécie é de 16,5 cm e 17,5 cm para machos e fémeas, respectivamente (Baldisserotto
& Neto, 2004); como todos os individuos possuiam comprimento total acima de 18 cm, sao
considerados, portanto, adultos recém-maturados sexualmente (chamados alevindes) e aptos a
reproducao.

ApOs a aclimatagcdo, os animais foram submetidos a exposigdo aos agroquimicos, em
concentracgdes subletais, similares as encontradas em ambiente natural. O estudo foi feito com quatro
grupos experimentais: grupo controle, sem interacdo com o quimico pelos 14 dias de experimento;
grupo exposto ao herbicida Roundup®, que foi subdividido em dois grupos: um exposto &
concentracdo de 18 pg/L e outro & 72 pg/L; grupo exposto ao herbicida Primoleo®, também
subdividido em dois grupos, sendo expostos as concentragfes de 10 pg/L e 15 pg/L; e grupo exposto
ao herbicida Facet®, subdividido em dois grupos expostos as concentragfes de 1,75 pg/L e 14 pg/L,
respectivamente.

Os herbicidas foram escolhidos pela sua ampla utilizacdo nas lavouras do sul do Brasil,
considerando-se os valores permitidos pela legislacdo vigente para agua potavel (no caso do
Roundup® e do Primoleo®, visto que ndo ha legislacdo no Brasil regulamentando o uso do principio
ativo quinclorac) e no relatado pela literatura como valores encontrados nos campos de cultivo sul-
brasileiros (para os trés agroquimicos) (Deschamps et al., 2013; Paulino et al., 2012; Queiroz et al.,
2011).

Segundo a Portaria Brasileira n°® 518/2004 do Ministério da Saude, considera-se agua potavel
para 0 consumo humano mesmo aquelas que apresentem, no maximo, 0,5 mg/L de glifosato,
principio ativo do Roundup®. Ja o limite norte americano deste herbicida em agua potavel, publicado
pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) é de 700 pg/L. Queiroz et al.
(2011) relatam ter encontrado valores entre 0,1 e 0,7 mg/L de glifosato em aguas superficiais de
areas de cultivo de soja. Assim, realizamos os procedimentos experimentais com 18 pg/L e 72 ug/L
de Roundup® (formulagdo comercial com 36% de glifosato), estando ambos valores dentro da faixa
utilizada no ambiente natural e também entre os valores permitidos pela legislacdo vigente neste
pais.

Ainda a Portaria n°® 518/2004 do Ministério da Saude do Governo Federal Brasileiro permite a

presenca de 2 pg/L do principio ativo do herbicida Primoleo® (a atrazina) na agua considerada potavel
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ao consumo humano. Nos Estado Unidos, para a USEPA o valor maximo permitido deste herbicida
em corpos d'agua € de 3 ug/L. Baseando-se no encontrado por Paulino et al. (2012), com
concentracbes variando entre 0,2 pg/L e 1.000 ug/L nas aguas adjacentes a campos tratados,
estipulamos os valores de 10 pg/L e 15 pg/L de Primoleo® (produto com 50% de atrazina) para os
testes com Rhamdia quelen.

Para balizar a escolha das concentracdes que utilizamos do herbicida Facet® (quinclorac),
tomou-se como referéncia o trabalho de Deschamps et al. (2013), que encontraram em aguas
limnicas de cultivo de arroz no sul do Estado de Santa Catarina valores entre 2,11 e 20,2 ug/L de
quinclorac. Desta forma, optamos pela utilizacdo de 1,75 pg/L e 14 pg/L de Facet® (comercializado
com 75% de quinclorac). A concentracao mais alta encontra-se dentro da faixa de valores encontrada
pelos autores, jA a concentracdo mais baixa nado. Isto porque almejamos avaliar se ha efeitos
biolégicos mesmo em concentragcdes extremamente baixas (consideradas subleitas e seguras aos
organismos nao-alvo) posto que ndo ha legislacéo regulamentando o uso do principio ativo do Facet®
(quinclorac) no Brasil, mesmo sendo um agroquimico amplamente utilizado.

O tempo de exposicdo foi de sete dias, mantendo-se os mesmos parametros de cuidado do
periodo de aclimatacao. Findo este periodo, foi realizada transeccdo de medula espinhal nos animais,
sendo estes pesados em balanca semi-analitica (preciséo de 0,1 g) e medidos com paquimetro digital
(precisdo 0,01 cm). Separou-se o0s seguintes tecidos: branquias, figado, rins e parte do musculo
caudal (cerca de 1 cm?), de ambos os géneros (machos e fémeas). Nao foi realizada distincao entre
0s sexos para as analises dos tecidos devido a discrepéncia entre o numero de machos e fémeas. Os
tecidos foram congelados a -20°C e processados conforme a necessidade de cada protocolo para as
analises bioquimicas. O protocolo experimental foi autorizado pelo Comité de Etica para o Uso de
Animais da PUCRS, sob registro n® 11/00276, com n igual a 108 animais (sendo 36 individuos para

cada hebicida, perfazendo assim uma triplicata para os trés agroquimicos).

Determinacdes metabdlicas

Apébs o congelamento dos tecidos a -20°C, foi realizada a pesagem para analise individual
dos quatro 6rgéos isolados (branquias, figado, rins e masculo), que foram homogeneizados de duas
maneiras distintas: uma para as andlises de proteinas e glicogénio; e outra para as reservas de

gordura (lipideos totais e triglicerideos).
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Para as medidas de proteinas totais (PT) e glicogénio (GG) os tecidos foram
homogeneizados com variacdo na quantidade de reagente basico para a digestdo dos tecidos (em
brédnquias e musculos, utilizou-se 0,8 mL de KOH 30%, ja nos tecidos hepatico e renal foram
utilizados 0,4 mL da base), a 100°C por aproximadamente 6 horas, seguindo o protocolo de extracéo
de Van Handel (1965).

A realizagdo das medidas de proteinas totais (PT) foram realizadas com o uso de Kit
comercial para proteina (Labtest®), apos centrifugagdo dos homogeneizados a 3.000 rpm por 3
minutos. Este kit segue a reacdo de biureto, extremamente sensivel e estavel, sendo as leituras
realizadas em ftriplicata, por espectrofotometria a 545 nm, sendo os valores expressos em mg de
proteina/g de tecido.

Para analisar a quantidade de glicogénio (GG) presente nos tecidos, acrescentou-se 2 gotas
de Na,SO, e 0,9 mL de élcool etilico absoluto aos homogeneizados, e apds agitou-se e centrifugou-
se a 10.000 rpm, por 10 minutos, as amostras. Foram realizados dois processos de lavagens com 0,9
mL de alcool etilico absoluto e 0,4 mL de agua destilada, com centrifugacdo por mesmo tempo e
rotacdo da etapa anterior, descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi ressuspenso em 0,3 mL
de agua destilada, seguindo de uma hidrélise acida com 0,1 mL de HCI 4N em 0,1 mL da suspensao
amostral, aquecida a 100°C por uma hora, e o processo de neutralizacdo com 0,1 mL de Na,CO; a
2M. Com medic¢bes espectrofotométricas em triplicata, determinou-se a quantidade de glicogénio nos
tecidos com o kit Glicose PAP da Labtest® (que baseia-se no método da glicose oxidada), a 505 nm,
sendo os resultados finais expressos em mg de glicogénio/g de tecido.

O homogeneizado para as analises das reservas de gorduras foi preparado seguindo o
descrito por Folch et al. (1957), sendo a extracdo com equipamento tipo Turrax® e
cloroférmio:metanol (2:1), em volume de 40 vezes o0 peso do tecido, seguida da filtracdo da
suspensdo amostral. Dois processos de lavagem foram feitos, a fim de remover a mistura de
cloroférmio:metanol, acrescentando-se 2 mL de NaCl 0,9% (resfriado) para cada 10 mL de
homogeneizado, centrifugando a suspensdo a 2.000 rpm por 10 minutos e descartando a fase
superior.

A determinacéo de lipideos totais (LT), seguiu o método da sulfofosfovanilina de Frings &
Dunn (1970). Mantendo-se 20 pL das amostras teciduais em tubos de vidro com tampa, adicionou-se

1 mL de &acido sulfarico e aqueceu-se estas suspensfes a 100°C por 10 minutos. Passado este
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tempo, os tubos foram resfriados em banho de gelo e adicionou-se 2,5 mL de Vanilina em cada
recipiente, para coloracdo do produto apolar. As leituras de absorbancia foram realizadas em
triplicata, em espectrofotdmetro a 530 nm, tendo os resultados finais expressos em mg de lipideos/g
de tecido.

Utilizou-se o kit comercial para triglicerideos da Labtest® (que segue a metodologia
colorimétrica enzimatica) para mensurar os triacilglicerois presentes nos tecidos amostrados.
Também foram feitas leituras por espectrofotometria, em triplicata, a 505 nm, estando os valores

expressos em mg de triacilgliceréis/g de tecido.

Analises estatisticas

Primeiramente, aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificacdo da normalidade;
para os resultados que seguiram a hip6tese alternativa (com valor de p igual ou inferior a 0,05), fez-se
uso do teste de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste Student-Newman-Keuls. Nos resultados
que apresentaram valor de p superior a 0,05, adotou-se o teste de ANOVA de uma via, seguido do
teste de Levene para verificar a homogeneidade e definir o teste complementar (teste da Diferenca
Minima Significativa quando obteve-se variancias iguais; e teste de Games-Howell para varidncias
iguais ndo-presumidas). Todos calculos estatisticos foram realizados nos programas IBM SPSS
Statistics 20.0 e BioEstat 5.0, e assumiu-se como valor de significancia p igual ou menor que 5%,

para indicar a existéncia de relacdo entre as variaveis testadas (Zar, 2010).

Resultados

0] Roundup® provocou uma reducdo nas proteinas totais e nos lipideos totais do tecido
branquial frente a concentragdo mais baixa (Fig. 13-A e C); e um aumento nas reservas de glicogénio
do mesmo tecido, porém na concentragdo mais alta (Fig. 13-B). No tecido hepatico observamos um
acumulo de glicogénio frente a ambas concentracdes testadas (Fig. 14-B), e alteracdes nas reservas
de gordura quando expostos a 72 pg/L com acumulo de lipideos totais e reducdo de triacilglicerois
(Fig. 14-C e D). Os rins acumularam proteinas totais frente a 18 pg/L e lipideos totais frente a 72 ug/L
(Fig. 15-A e C). No tecido muscular, apenas as reservas de glicogénio mostraram-se alteradas, com

elevacao nas duas concentracdes testadas para este agroquimico (Fig. 16-B).
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O herbicida Primoleo® também alterou o metabolismo dos individuos expostos, que
apresentaram deplecdo de proteinas totais branquiais frente as duas concentracdes aplicadas, um
acumulo de lipideos totais e consumo de triacilgliceréis ainda no tecido branquial (Fig. 13-A, C e D). O
tecido hepatico apresentou comportamento idéntico ao observado frente ao Roundup®, com elevacéo
da reserva de glicogénio em ambas concentragfes testadas, aumento de lipideos totais na
concentragcao mais baixa e consumo de triacilgliceréis nas duas concentracdes (Fig. 14-B, C e D). O
tecido renal apenas modificou seu estoque proteico, com elevag&o na primeira concentracao (Fig. 15-
A). Ja o tecido muscular apresentou alteracdes em todos os metabdlitos testados, nas duas
concentracdes utilizadas deste agroquimico (Fig. 16). Houve aumento das proteinas totais em ambas
concentragcfes, aumento na sintese do glicogénio frente a concentracdo mais elevada e, quando
expostos a 10 ug/L, os peixes estocaram lipideos totais e consumiram suas reservas de
triacilglicerais.

Frente ao agroquimico Facet®, as branquias diminuiram a concentragao de proteinas totais e
de triacilglicer6is em ambas concentracdes, e ainda de lipideos totais quando os peixes foram
expostos a concentracdo mais baixa (Fig. 13-A, C e D). No figado foi estocado glicogénio e
consumidos os triacilgliceréis, nas duas concentracdes (Fig. 14-B e D). O tecido renal apenas
aumentou a sintese de glicogénio frente a 14 ug/L de Facet® (Fig. 15-B). J& a musculatura dos peixes
expostos aumentou a concentragcdo de proteinas totais, diminuiu suas reservas de glicogénio e de

triacilglicerois (Fig. 16-A, B e D), para as duas concentracdes de Facet® utilizadas neste trabalho.

Discusséo

Neste estudo, nenhuma das concentragdes utilizadas acarretou na morte dos individuos
expostos, sendo assim consideradas subletais. Entretanto, em todas as situacfes de exposicdo
(considerando as concentragfes e 0s herbicidas testados) houve algum tipo de alteracdo na
regulacdo do metabolismo dos individuos expostos. Tal fato nos permite afirmar que, mesmo em
concentragdes extremamente baixas, a espécie Rhamdia quelen sofre com a exposigdo aos
agroquimicos Roundup®, Primoleo® e Facet®.

Fanta et al. (2003) também defendem a regularizagéo e o controle do uso de agroquimicos,

mesmo que em baixas concentragdes, apds concluirem que o uso indiscriminado de xenobiéticos
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pode acarretar em alteragdes morfolégicas e/ou bioquimicas mesmo em organismos n&do-alvo
expostos ao téxico, como os peixes.

Por realizar trocas com o ambiente, as branquias sao de extrema importancia para a
homeostase destes animais. Considerando que os herbicidas estdo dissolvidos na agua, estes
guimicos ingressam no corpo do animal através do epitélio branquial. Neste tecido observamos uma
deplecao das reservas de proteinas totais em todos os individuos expostos, exceto na concentragao
mais alta do Roundup®. O catabolismo das proteinas pode indicar uma estratégia do peixe para
compensar a situacdo de estresse e garantir a funcionalidade tecidual. Autores como Fernandez-
Vega et al. (2002) e Sancho et al. (2000) afirmam que pode-se observar uma hipoproteinemia tecidual
em peixes expostos a agrotdxicos. O Roundup® é conhecido como um agente estressor para peixes,
como a maioria dos poluentes aquaticos (Cericato et al., 2008; Menezes, 2010). Concordando com
esta proposicao, o agroguimico ainda induziu a diminui¢éo dos lipidios totais no tecido branquial, na
mesma concentracdo em que foi observada a deplecdo proteica, sugerindo uma alta demanda
energética para a manutencao funcional.

Quando os individuos foram expostos & concentracdo mais elevada do Roundup® (72 pg/L)
detectou-se um incremento de glicogénio, porém sem alteracdo nas reservas de gordura nesta
situagcdo experimental. Cabe destacar também que foi a Unica situacdo onde observou-se alteragao
neste metabdlito no tecido branquial, quando comparadas as respostas frente aos trés herbicidas
testados. Podemos assim sugerir que, nesta situacdo, o acimulo desta reserva esteja visando a
manutencao do balanco energético, e assim, a funcionalidade tecidual.

Frente aos herbicidas Primoleo® e Facet®, os animais utilizaram as reservas branquiais de
triacilgliceréis na concentracdo mais baixa do Primoleo® e em ambas do Facet®, sendo esta
acompanhada de uma redugédo dos lipideos totais naqueles animais expostos a concentracdo mais
baixa do Facet®. Paralelamente a deplecdo de triacilglicerdis, observamos uma diminuicdo das
proteinas totais em ambas as concentracdes testadas para o Primoleo®. Um incremento dos lipideos
totais frente a concentracdo mais baixa deste agroquimico pode revelar o incremento de um outro
componente lipidico que ndo os triacilglicerdis, possivelmente colesterol e fosfolipideos que poderiam
ser utilizados na membrana plasméatica como um mecanismo de defesa contra a lipoperoxidagéo. E
sabido que o colesterol € o precursor de hormonios esteroidais, dos acidos biliares, além de um

importante componente estrutural da membrana plasmatica; em células de mamiferos tém sido

56



265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

mostrado que o colesterol regula bombas iénicas como a Na'K*ATPase e a Ca*?ATPase, modulando
também a atividade de ouras proteinas de membrana junto com os fosfolipideos (Yeagle, 1989).
Sinhorin et al. (2014) encontraram os niveis de colesterol plasmatico reduzidos, quando analisaram
individuos de bagre-surumim expostos a 2,25 e 15 mg/L de Roundup®, o que reforca esta hipétese.

Autores ja publicaram aumento de lipoperoxidacédo no tecido branquial de diferentes espécies
de peixes expostos a xenobiéticos, como Paulino et al. (2012) para branquias de Prochilodus lineatus
expostos a atrazina (principio ativo do Primoleo®); Kochhann et al. (2009) para branquias de Rhamdia
guelen expostos ao elemento Toério; Nunes et al. (2014) para branquias de Gambusia holbrooki
expostos aos elementos Cobre e Cadmio. Tal conjunto de resultados confirmam que os xenobi6ticos
prejudicam a integridade deste importante 6rgdo, nos permitindo sugerir que a diminuicdo dos
triacilgliceréis e do conte(ido proteico estejam sendo mobilizadas na tentativa de estabilizar a
homeostase energética, aliado a uma maior quantidade de lipideos totais (possivelmente colesterol
elou fosfolipideos utilizados na composicdo da membrana plasmatica) e assim garantindo a
sobrevivéncia dos animais. Cabe ressaltar que as branquias representam uma interface direta do
animal com o meio ambiente, sendo estas responsaveis pela osmorregulacdo, excrecdo de
compostos nitrogenados e hematose. Sugere-se que mais estudos sejam realizados buscando
comparar os resultados aqui obtidos para as modificagbes metabdlicas no tecido branquial, em
especial nos niveis de glicogénio, colesterol e fosfolipideos.

Nos vertebrados, o figado esta envolvido na sintese de substéncias nitrogenadas, ocupando
papel central no metabolismo de carboidratos e de lipideos, e na detoxificacdo do organismo, entre
outras funcBes (Lehninger et al.,, 2002). Uma diminuicdo dos triacilgliceréis e um aumento do
glicogénio tecidual foram observados neste tecido nos animais expostos as duas concentragfes de
Primoleo® e Facet®, bem como na concentracdo mais alta de Roundup®. Sabe-se que a degradacéo
de triacilglicerois gera acidos graxos, que podem ser utilizados para a sintese de corpos cetdnicos,
substrato alternativo ao uso da glicose; como também glicerol, que pode ser utilizado para a sintese
de glicose, possibilitando assim além da manutencdo da glicemia destes animais, a sintese de
glicogénio. Tais respostas podem estar sendo determinadas pela liberacdo de horménios contra
regulatérios como o glucagon, a adrenalina e/ou o cortisol. Desta forma, estes individuos estariam
utilizando os triacilgliceréis como fonte de energia para a manutengdo da homeostase, como também

incrementando o estoque de glicogénio hepatico.
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Este perfil de resposta é reforgcado pelos resultados obtidos por Glusczak et al. (2006), que
mostram aumento da glicose e do glicogénio no tecido hepético de piavas expostas por 96 horas ao
glifosato, em concentracfes entre 3 e 20 mg/L. Glusczak et al. (2007) realizaram seu estudo com a
mesma espécie aqui em discussdo, encontrando também um incremento nos niveis de glicogénio
hepatico apds a exposicao dos peixes a 0,2 e 0,4 mg/L de Roundup®.

Constatou-se, ainda no figado, um estimulo a producéo de lipideos totais na concentragao
superior de Roundup® e na inferior do Primoleo®, sendo possivelmente um incremento nos niveis de
colesterol e/ou fosfolipideos, visto que houve o consumo das reservas de triacilgliceréis em ambas as
situacdes experimentais. Estes resultados discordam de Sancho et al. (1998), que observaram um
decréscimo dos lipideos totais no tecido hepatico da enguia europeia Anguilla anguilla exposta ao
organofosforado Fenitrotion. Contudo, Mela et al. (2013) visualizaram alteragBes importantes no
tecido hepético de individuos de Rhamdia quelen expostos por 96 horas as concentracdes de 2, 10, e
100 ug/L de atrazina como a infiltracéo de leucdcitos, vacuolizagdo de hepatdcitos como esteatose e
a ocorréncia de areas de necrose. Os autores defendem que esta vacuolizacéo é frequente no figado
de teleésteos expostos a contaminantes tdxicos, incluindo a atrazina, e que distarbios no
metabolismo lipidico ou na estrutura do citoesqueleto podem acarretar no aumento da vacuolizacéo
citoplasmatica no figado de peixes (Mela et al., 2007). Sabendo que a esteatose se caracteriza pela
infiltracdo intracitoplasmatica de grandes goticulas de gorduras (lipideos) devido a alteragdes no
metabolismo lipoproteico (Law & Brunt, 2010), neste caso no tecido hepatico, poderiamos encontrar
um aumento significativo dos niveis de lipideos totais se analisados estes 6rgdos bioquimicamente.
Assim, propomos que a vacuolizacdo dos hepatécitos pode ser um mecanismo de defesa de
Rhamdia quelen, uma vez que estas goticulas lipidicas podem sequestrar pesticidas sollveis em
gorduras e assim minimizar seu efeito téxico neste tecido, concordando com os resultados
bioquimicos encontrados neste estudo.

Podemos sugerir que o glucagon, horménio contrarregulador da insulina, estaria promovendo
a lipdlise nos animais testados com o herbicida Facet®, aumentando os niveis plasmaticos de acidos
graxos e glicerol (Zanuto et al., 2011). N&o realizamos analises no plasma, porém os resultados
encontrados neste tecido concordam com o proposto pelos autores, visto que houve deplecdo dos

triacilgliceréis nas branquias, figado e masculo destes peixes. Zanuto et al. (2011) ainda afirmam que
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o glucagon atua diretamente nos adipdcitos de maneira sinérgica a adrenalina com a promocéao de
lipdlise.

O tecido renal ndo apresentou alteracdo nas reservas de triacilglicer6is em nenhuma
condicdo experimental. Houve sintese proteica no tecido renal, nas concentracdes mais baixas de
Roundup® e Primoleo®, podendo ser uma tentativa de reparo aos danos celulares provocados pelo
xenobiotico. Os rins dos individuos expostos a concentragdo mais alta de Roundup® e Facet®
apresentaram também um aumento no estoque de lipideos totais e glicogénio, respectivamente.
Estes possivelmente relacionam-se com a manutencdo da homeostase dos individuos, buscando
armazenar reservas para a sustentacdo da funcionalidade tecidual.

O masculo é formado, principalmente, por proteinas e é o 0Orgdo responsavel pelo
fornecimento da forca contratil para o movimento (Moyes & Schulte, 2010), além do armazenamento
de glicose e gorduras como fontes de energia estocada. Sahib et al. (1984) observaram um aumento
na sintese de proteinas totais nos tecidos muscular e hepatico de tilapias, expostas ao herbicida 2,4-
Diamin. Mais tarde, Fonseca et al. (2008) também encontraram niveis proteicos elevados, em tecido
muscular de piavas expostas ao mesmo herbicida. Estes justificam o aumento da sintese como
compensatorio pelas perdas proteicas, devido ao estresse causado pelo téxico. Padréo de resposta
semelhante foi observado no tecido muscular dos jundias, quando expostos a ambas as
concentracfes do Primoleo® e do Facet®. Toni et al. (2013) explicam que a proteina é um dos
principais alvos para a elucidacdo dos efeitos de pesticidas em varias espécies de peixes, pois eles
induzem a modificacdo oxidativa destas moléculas, como forma de suprir a elevada demanda
energética da qual o corpo esta necessitando na situacéo do estresse (Sahib et al., 1984).

Quando em contato com ambas as concentracfes testadas para o Roundup®, 0S peixes
acumularam glicogénio no tecido muscular, fato ocorrido também com a concentragdo mais alta de
Primoleo®. Na concentracao inferior deste Ultimo agroquimico, ainda observamos um aumento dos
lipideos totais aliados a diminuicao dos triacilgliceris. Novamente, os triacilglicerdis parecem ser um
substrato importante para a sintese de ATP e para a manutencdo da homeostase energética e
tecidual. Hill et al. (2012) afirmam que, no musculo, o ATP é produzido por trés mecanismos
principais: pela transferéncia do fosfato de alta energia da creatina para o ADP; pela glicélise e pela

fosforilacdo oxidativa.
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O aumento do glicogénio aqui constatado discorda do sugerido por outros autores (Fonseca
et al., 2008; Oruc & Uner, 1999; Sancho et al., 1998), e constatado por Glusczak et al. (2006) que
observaram um decréscimo nos niveis de glicogénio e glicose, e ainda um aumento nas proteinas
totais e no lactato no tecido muscular de piavas, apds a exposicao a concentracdes de glifosato (3 a
20 mg/L). Contudo, devemos destacar ha uma responsividade seletiva aos agroquimicos (Ahmad et
al., 2000), sendo esta dependente ndo apenas da espécie em estudo, mas também dos seus habitos

de vida, da especializacédo alimentar e da dieta a qual os animais foram submetidos.

Conclusbes

Todos os tecidos estudados mostram alteracdes do seu perfil metabdlico quanto aos niveis
de proteinas totais, lipideos totais, triacilglicerois e glicogénio, evidenciando uma responsividade
propria a cada um. Contudo, as branquias e o figado foram os tecidos mais fortemente afetados pela
exposicdo aos herbicidas estudados. Considerando o papel funcional destes dois tecidos, aliado aos
efeitos causados principalmente pelo herbicida Facet® no tecido branquial, sugere-se que este
agroquimico tenha uma regulamentacao prépria ao seu uso nas aguas superficiais de nosso pais;
também, cabe revisar as concentracdes permitidas para o uso de glifosato (Roundup®) visto que,
mesmo em concentracao inferior a permitida por lei, este provocou alteragdes no metabolismo dos
individuos. Sugere-se ainda que mais estudos sejam desenvolvidos envolvendo o armazenamento

das reservas lipidicas nos tecidos de peixes expostos a agroquimicos.
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Figura 13. Resultados do metabolismo no tecido branquial: proteinas totais (A), glicogénio (B),
lipideos totais (C) e triacilglicerois (D) dos alevindes de Rhamdia quelen, expressos em média + erro
padrdo. O simbolo (*) identifica as diferencas significativas em relacdo ao grupo controle, com valor
de p<0,05.
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Figura 14. Resultados do metabolismo no tecido hepatico: proteinas totais (A), glicogénio (B),
lipideos totais (C) e triacilglicerois (D) dos alevindes de Rhamdia quelen, expressos em média + erro
padrdo. O simbolo (*) identifica as diferencas significativas em relacdo ao grupo controle, com valor
de p<0,05.
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Figura 15. Resultados do metabolismo no tecido renal: proteinas totais (A), glicogénio (B), lipideos
totais (C) e triacilglicerdis (D) dos alevinGes de Rhamdia quelen, expressos em média + erro padrao.
O simbolo (*) identifica as diferencas significativas em relagdo ao grupo controle, com valor de
p<0,05.
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Figura 16. Resultados do metabolismo no tecido muscular: proteinas totais (A), glicogénio (B),
lipideos totais (C) e triacilglicerois (D) dos alevindes de Rhamdia quelen, expressos em média + erro
padrdo. O simbolo (*) identifica as diferencas significativas em relacdo ao grupo controle, com valor
de p<0,05.

66



CAPITULO 3

Status oxidativo e lipoperoxidacdo de Rhamdia quelen determinados pela exposi¢cao
aos agroquimicos Roundup”, Primoleo” e Facet”
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Status oxidativo e lipoperoxidacdo de Rhamdia quelen determinados pela exposi¢do aos

agroguimicos Roundup Z, Primoleo [ e Facet®

Tanilene Sotero Pinto Persch™?, Patricia Rodrigues da Silva', Sarah Helen Dias dos Santos®,

Betania Souza de Freitas', Guendalina Turcato Oliveira™**

Resumo

A exposi¢cdo aos agroquimicos afetam inclusive organismos nao-alvo. Assim, individuos de jundia
foram expostos por 7 dias aos herbicidas Roundup® (18 e 72 pglL), Primoleo® (10 e 15pug/L) e Facet®
(1,75 e 14 pg/L), buscando verificar possiveis alteracbes no balanco oxidativo destes, por meio da
analises das enzimas superéxido dismutase e catalase, bem como dos niveis de lipoperoxidacao
(TBARS) nos tecidos branquial, hepatico, renal e muscular. O Facet® foi o agroquimico que mais
causou alteragfes bioquimicas nos organismos testados, seguido do Primoleo® e do Roundup®. (0]
tecido renal mostrou-se um excelente indicador de poluicdo ambiental, com destaque a catalase
como principal enzima ativada no processo de detoxificagdo. Faz-se necessario ampliar o nimero de
estudos mimetizando as situacdes ambientais de exposicdo a agroquimicos em espécies nao-alvo,
para propor uma revisdo na legislacdo vigente no Brasil, a fim de que produtos com o principio ativo

quinclorac tenham seu uso controlado.

Palavras-chave

peixes; jundia; estresse oxidativo; glifosato; atrazina; quinclorac

Introducéo

Os agrotoxicos sdo contaminantes aquaticos decorrentes de atividades antropogénicas, tendo
como principal objetivo a eliminacdo de alguma forma de vida, sendo letais ou causando
modificac¢des fisioloégicas e/ou morfoldgicas, inclusive em espécies ndo-alvo. O glifosato é utilizado na

agricultura em aplicacdes variaveis, conforme a necessidade frente a erva daninha. Oliveira Jr. et al.
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(2013) listaram os 21 nomes comerciais dos herbicidas a base de glifosato mais utilizados e com
registro para o controle da buva, entre eles o Roundup®, incluindo doses para aplicacdo e culturas
recomendadas. Contudo, em culturas de arroz irrigado, 0 agroquimico interage com inimeras
espécies nao-alvo habitantes do ecossistema aquatico.

O fabricante do Roundup®, a empresa Monsanto do Brasil Ltda., afirma na bula do produto
gue a toxicidade aguda deste pesticida € considerada baixa indicando como Dose Letal (DLsg) oral do
glifosato puro em ratos de 5.600 mg/kg. Amarante Junior et al. (2002) explicam que a baixa toxicidade
em animais pode ser atribuida pela acdo do glifosato em um caminho metabdlico exclusivo das
plantas (mecanismo do &cido chiquimico), similar ao existente em alguns microorganismos mais
complexos, porém, sem equivalente em animais, podendo impedir a acdo de fungcfes enzimaticas nos
animais. Contudo, diversos autores ja publicaram uma Concentragao Letal (CLsy) deste agrotéxico
para espécies de peixes, sendo esta variavel entre 2 e 55 mg/L, segundo Cavalcante et al. (2008),
dependendo da espécie testada e das condi¢des do teste: Langiano & Martinez (2008) obtiveram a
ClLsg de 13,69 mg/L para Prochilodus lineatus, a uma formulacdo de Roundup® contendo 41% de
glifosato; Albinati et al. (2007) encontraram valores de ClLso de 15,8 ppm para juvenis de piaucu
(Leporinus macrocephalus); Soso et al. (2007) trabalharam com jundias (Rhamdia quelen) e
obtiveram a CLsg, de 3,6 mg/L ao herbicida Roundup® WG, que contém 64% de glifosato. Glusczak
(2008) lista alguns estudos comparativos entre o Roundup® e o principio ativo glifosato, e revela que
o valor de CLs, do Roundup® para truta arco-iris foi de 8,3 mg/L (2,6 mg e.a./L), enquanto que a CLso
do glifosato, no mesmo estudo, foi de 140 mg e.a./L.

O Primoleo® é o herbicida mais utilizado nos Estados Unidos (Marchesan, 2011), sendo
fabricado no Brasil pela Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda, e seu principio ativo € a atrazina,
podendo contaminar o solo, aguas subterréaneas e/ou coérregos, e facilmente pode ser detectado no
sistema de abastecimento publico (Carmo et al., 2013). Este agrotoxico também foi desenvolvido com
acdo especifica em vegetais, apresentando similaridade a quinona B (QB), que bloqueia a atividade
desta molécula na proteina, interrompendo o fluxo de elétrons no fotossistema (Vidal, 1997). Porém,
este xenobidtico ja foi testado por varios autores, que comprovaram seu efeito em espécies nao-alvo
de diversos grupos taxondmicos, tendo Hayes et al. (2010, 2011) inferido que este agroquimico induz
a desmasculinizacdo e feminilizacdo das gdnadas de machos de diferentes grupos taxonémicos

(peixes teledsteos, anfibios, répteis e mamiferos).
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O quinclorac é fabricado pela Basf S/A e vendido com o nome comercial Facet®, sob forma de
pé. Segundo Grossmann & Kwiatkowski (2000), € um herbicida seletivo de baixa toxicidade ao
homem e aos animais (Classe lll) e amplamente utilizado nas lavouras de arroz no Brasil. Ha
regulamentacdo para a quantidade de glifosato e atrazina em ambientes naturais (Resol. CONAMA
n°357/2005), porém nenhuma legislacao versa sobre o uso de quinclorac no Brasil e poucos estudos
foram publicados avaliando os efeitos deste agroquimico em espécies ndo-alvo, como 0s peixes
(Menezes et al., 2012; Moraes et al., 2007; Toni et al., 2013).

A andlise do efeito dos xenobibticos em concentracbes subletais é de extrema importancia,
visto que muitos pesticidas ndo sdo eficazes e apresentam baixa toxicidade antes de serem
transformados em substéncias ativas metabolicamente téxicas, como defende Fanta et al. (2003). Os
mesmos autores ainda salientam a importancia de um alerta precoce sobre a nocividade destes
compostos, do conhecimento dos efeitos subletais e de suas implicagdes ecoldgicas, visto que muitos
destes poluentes permanecem no ambiente aqudatico em concentragbes subletais até mesmo por
longos periodos de tempo, ndo sendo notados por ndo causarem mortandade imediata de peixes.

Bianchini et al. (2006) explicitam que fluidos corpéreos, células e tecidos sdo a melhor forma
de indicacdo da presenca de contaminantes. Eles destacam a utilizacdo destes pois, para que se
possa detectar e avaliar o impacto de xenobibticos no ambiente, é importante observar as diferengas
nas formas dos organismos metabolizarem tais poluentes e ndo apenas avaliar a quantidade de
poluentes no ambiente e nos animais. Isso porque os xenobidticos sdo pouco metabolizados ou
eliminados, sendo acumulados ao longo das cadeias tréficas, encontrando-se em altas concentracdes
apenas em tecidos de predadores de topo de cadeia (Bianchini et al., 2006; Livingstone, 1998).

Rhamdia quelen (Quoy e Gaimard, 1824) é uma espécie de peixe autdctone, distribuida do
México a Argentina (Reis et al., 2003), considerado onivoro generalista, no ambiente natural, e capaz
de sobreviver a alterag6es no ambiente aquatico como variagbes de pH, dureza, amdnia e oxigénio
(Gomes et al.,, 2000). Assim, é perfeitamente adaptado as diferentes estacdes climaticas,
sobrevivendo as baixas temperaturas no inverno, obtendo sucesso de crescimento, e reproduzindo-
se no verdo. Possui ainda boa aceitacdo comercial, sendo uma espécie potencial para cultivo tanto
pela pesca quanto para a alimentagcdo por sua carne possuir sabor agradavel e excelentes

caracteristicas para o processamento industrial (Barcellos et al., 2003).
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Segundo Ahmad et al. (2000), os diversos poluentes ambientais, incluso os herbicidas,
ocasionam uma situacao de estresse oxidativo em diversos organismos aquaticos, como 0s peixes,
devido a um aumento na producédo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS), que sado produzidas
mesmo nha auséncia de xenobibticos, e que as respostas variam ndo apenas entre as espécies, mas
também ha respostas diferentes entre os tecidos de peixes, atribuidas as diferengas nos mecanismos
antioxidantes. Sies (1993) explicita que o estresse oxidativo pode ser definido como um desbalanco
entre os agentes pré-oxidantes e os antioxidantes, podendo ocorrer dano quando as quantidades de
pré-oxidantes sdo maiores, sendo chamado de estresse oxidativo. Uma vez produzidas, as EROS
podem modificar as macromoléculas celulares em busca de estabilidade através de ligacGes
quimicas (Sies, 1993), muitas vezes levando a lesdo cumulativa de tecidos e 6érgdos compostos
especialmente por proteinas, lipidios e acidos nucleicos (Lushchak & Bagnyukova, 2006).

Mesmo tendo o balanco oxidativo ainda muito discutido neste grupo taxonémico, sabe-se que
0s peixes, assim como os demais organismos aerobios, possuem um sistema antioxidante eficaz,
buscando proteger ou minimizar os danos ocasionados pelas EROS produzidas (Trenzado et al.,
2006; Zhang et al., 2008). Portanto, este estudo visou detectar possiveis alteracfes no balanco
oxidativo dos tecidos de individuos de Rhamdia quelen recém maturados sexualmente, frente a testes
de toxicidade aguda com duas concentracfes de cada um dos herbicidas Roundup®, Primoleo® e

Facet®.

Materiais e Métodos
Desenho experimental

Para a escolha das concentrag6es dos herbicidas Roundup® e Primoleo® considerou-se as
concentragdes publicadas como encontradas em corpos de agua préoximos de lavouras do sul do
Brasil. A legislagéo brasileira permite a presenca de até 0,5 mg/L de glifosato e até 2 pg/L de atrazina
na agua potavel, segundo a Portaria brasileira n® 518/2004 do Ministério da Saude do Brasil; e de 65
Mg/l de glifosato e 2 pug/L de atrazina em corpos de agua da classe Il (dguas doces onde ocorre
pesca ou cultivo de organismos, para fins de consumo intensivo, bem como atividades de recreacéo e
irrigacdo de locais com os quais 0 publico possa vir a ter contato direto), segundo a Resolucdo n°

357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente. J& a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
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Unidos (USEPA) estabelece o valor de 700 pg/L e 3 pg/L como limite de glifosato e atrazina,
respectivamente, em agua potavel nas terras norte-americanas.

Como buscou-se trabalhar com concentracfes subletais, similares as encontradas nas
lavouras, considerou-se também o trabalho de Queiroz et al. (2011), que encontrou valores entre 0,1
e 0,7 mg/L de glifosato em aguas superficiais de areas de cultivo de soja. Assim, as concentragfes de
Roundup® utilizadas neste estudo foram de 18 e 72 pg/L (produto comercializado com 36% de
glifosato), estando dentro da faixa permitida pela para uso no Brasil e nos EUA, bem como sendo
inferior & encontrada em ambiente natural. J& para o Primoleo®, considerou-se o trabalho de Paulino
et al. (2012), que citam concentra¢c8es variando entre 0,2 ug/L e 1.000 ug/L nas aguas adjacentes a
campos tratados, conforme publicado por Graymore et al. (2001), que elaboraram uma extensa
revisdo bibliografica com as concentragdes publicadas para areas naturais dos EUA e do Canada.
Estes listam como concentragdo encontrada em campos de agricultura de Ohio até 24 pg/L de
atrazina, e até 88 ug/L deste principio ativo nos reservatorios de agua potavel do pais. Portanto, as
concentracdes determinadas para uso neste trabalho foram de 10 e 15 pg/L de Primoleo® (vendido
com 50% de atrazina).

Para determinar a concentracdo do Facet®, que tem como principio ativo o quinclorac,
considerou-se os valores publicados como existentes nas lavouras do sul do Brasil, posto que ndo ha
legislagédo brasileira regulamentando o uso deste agroquimico. Deschamps et al. (2013) relatam
concentrac8es de quinclorac entre 2,11 e 20,2 ug/L em 4aguas limnicas de cultivo de arroz, no sul do
Estado de Santa Catarina. Assim, foram estabelecidas para este estudo as concentracdes de 1,75 e
14 pg/L do p6 comercializado com 75% de quinclorac, a fim de testar uma concentracao inferior a por
eles encontrada em ambiente natural, e outra dentro desta margem, para que se possam realizar
comparacdes entre o que estd sendo utilizado atualmente e ainda detectar possiveis danos
acarretados mesmo em concentra¢cdes mais baixas.

ApOs a aquisicdo dos individuos adultos de Rhamdia quelen de uma piscicultura, estes
passaram por um periodo de aclimatacdo, por sete dias, em aquarios com aeracdo constante, pH
entre 6,7 e 7,2, salinidade de 0 psu, em local protegido de predadores, com temperatura e ciclo de luz
naturais e sendo alimentados uma vez ao dia, ad libitum, com a mesma racéo que era ministrada na
piscicultura. Todos os individuos possuiam comprimento total acima de 18 cm, sendo assim

considerados adultos recém-maturados sexualmente (chamados alevindes) e aptos a reproducao,
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posto que o comprimento de maturacao sexual desta espécie é de 16,5 cm e 17,5 cm para machos e
fémeas, respectivamente (Baldisserotto & Neto, 2004).

Apés a aclimatacao, foi realizado o procedimento de exposicdo dos peixes aos agroquimicos,
sendo mantidos todos os parametros de cultivo da primeira etapa, apenas acrescido das
concentragdes subletais introduzidas nos aquarios. Cada grupo experimental foi composto por 24
individuos, tanto para os herbicidas como para o grupo-controle, que permaneceu todo o periodo sem
interacdo com nenhum herbicida. O procedimento experimental foi realizado em triplicata, totalizando
120 animais amostrados por herbicida.

O procedimento de exposicdo dos peixes aos herbicidas perdurou por sete dias, com os
mesmos parametros de cuidado do periodo de aclimatacdo. Apds, realizou-se a transeccao de
medula espinhal nos animais, a pesagem dos animais em balanca semi-analitica (precisdo de 0,1 g)
e a medicdo do comprimento total com paquimetro digital (precisdo 0,01 cm). Foram separados as
branquias, o figado, os rins e parte do musculo caudal (cerca de 1 cm?2), de ambos os géneros
(machos e fémeas). Nao foi realizada distincdo entre os sexos para as analises dos tecidos devido a
discrepéncia entre o nimero de machos e fémeas. Foram utilizados 36 individuos para cada
herbicida, perfazendo assim uma triplicata para os trés agroquimicos, totalizando um n igual a 108
animais, estando o protocolo experimental autorizado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da

PUCRS, sob registro n® 11/00276.

Ensaios enzimaticos

Os tecidos foram imediatamente congelados, a -20°C, apds serem retirados dos animais.
Todos foram pesados, em balanca analitica (com precisdo de 0,001 g) e homogeneizados em
solucdo de Buffer Fosfato (20 mM, pH 7,4, acrescida de PSMF 1 mM), em volume de nove vezes o
peso tecido, com o auxilio de aparelho microtriturador (Turrax®). Todos os tecidos foram analisados
individualmente, pois todos possuiam tamanho suficiente para que se pudesse realizar as analises
em triplicata. Ainda, antes do ensaio enzimatico, 0 homogeneizado foi centrifugado sob refrigeracao
(4°C) a 3.000 rpm por 3 minutos, utilizando-se a interface para a analise do status oxidativo.

A enzima Superéxido Dismutase (SOD) teve sua atividade mensurada com adicionando-se
ao homogeneizado uma solugéo de tamp&o glicina (50 mM, pH 11, a 25°C), tendo a epinefrina como

catalisadora da reacdo enzimatica, sendo esta preparada com 0,04 g de epinefrina (PM 333,33), 14
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pL de HCI e 2 mL de agua destilada (mantida em gelo e abrigada da luz). Através de cinética
espectrofotométrica, a 480 nm, foram realizadas 3 curvas com 5 pontos de leitura em cada, sendo a
primeira curva com 950 pL de tampdao e 50 pL de homogeneizado, a segunda com 975 pL de tampéao
e 25 uL de homogeneizado e a terceira com 990 pL de tampéo e 10 pL de homogeneizado, sempre
totalizando 1.000 pL em cubeta de quartzo, mais 17 pL do preparado de epinefrina. O intervalo entre
as leituras foi de 60 segundos, obtendo-se uma curva com 5 pontos no total de 300 segundos. Estes
procedimentos foram realizados em temperatura ambiente, em triplicata, totalizando 3 curvas de cada
concentracdo de homogeneizado, portanto 9 curvas por amostra, conforme determinado por Misra &
Fridovich (1972).

Também por cinética espectrofotométrica mensurou-se a atividade da enzima Catalase (CAT,
conforme Boveris & Chance, 1973). Utilizou-se 955 pL de tampé&o fosfato (50 mM, pH 7,0, a 25°C), 10
pL do homogeneizado amostral e 35 pL de perdxido de hidrogénio (0,3 M, preparado com 170 pL de
H,O, em 5 mL de agua destilada), mantido sempre em gelo e abrigado da luz. As curvas
estabeleceram-se em temperatura ambiente, com 8 pontos distantes por 7 segundos cada,
totalizando 56 segundos, a 240 nm em cubeta de quartzo, com leituras em triplicata.

Através da quantificacéo das Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitrico (TBARS), mensurou-
se a lipoperoxidacdo (LPO). Para isto, seguiu-se o publicado por Buege & Aust (1978), adicionando-
se 100 pL de acido tiobarbiturico (TBA 0,67%), 150 pL de acido tricloroacético (TCA 10%), 50 pL de
agua destilada e 50 pL de amostra homogeneizada. Esta mistura foi aquecida a 100°C por 15
minutos e, para extrair o produto apolar da solu¢do aquosa, acrescentou-se 300 pL de alcool n-
butilico. Foi realizada uma centrifugacéo por 10 minutos a 3.000 rpm, seguindo-se com as leituras
espectrofotométricas (em cubeta de quartzo preta, a 535 nm), em ftriplicata, do sobrenadante.

Foi realizada a medida das proteinas, no mesmo homogeneizado, através de kit comercial da
Labtest®, por espectrofotometria a 545 nm, em triplicata. Com esta, pode-se mensurar a atividade da
SOD (expressa em unidades de SOD/mg de PT.min, sendo uma unidade de SOD correspondente a
quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxida¢cdo do detector utilizado, neste caso a
epinefrina), da CAT (em pmoles de decomposi¢do do H,O,/mg de PT.min) e a lipoperoxidacédo (com
resultados expressos em nmoles de TBARS/mg de PT). Os produtos quimicos e reagentes utilizados

possuiam alto grau de pureza e procedéncia garantida pelas empresas Merck® e Sigma-AIdrich®.
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Andlises estatisticas

Os resultados foram analisados com o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificacdo da
normalidade; quando obteve-se valor de p maior que 0,05, seguiu-se com o teste de Levene para
verificar a homogeneidade e definir o teste complementar para ANOVA de uma via, sendo o teste da
Diferenca Minima Significativa (quando assume-se que as variancias séo iguais, com p maior que
0,05) ou pelo teste de Games-Howell (para variancias iguais nado-presumidas, com p menor que
0,05). Para os resultados que seguiram a hipGtese alternativa (apresentando p menor que 0,05 na
verificacdo de normalidade, sendo assim considerados ndo paramétricos), fez-se uso do teste de
Kruskal-Wallis, complementado pelo teste Student-Newman-Keuls. Estas analises foram realizadas
nos programas IBM SPSS Statistics 20.0 e BioEstat 5.0, assumindo-se que o valor de significancia de

p igual ou menor que 5% indica que h& existéncia de relacdo entre as variaveis testadas (Zar, 2010).

Resultados

O tecido renal dos individuos de Rhamdia quelen foi 0 mais sensivel a exposicdo ao herbicida
Roundup®, apresentando aumento da atividade da catalase na concentracdo mais baixa (Fig. 17-H),
como também o aumento da lipoperoxidacao nesta concentracéo (Fig. 17-1); e frente a concentracao
mais alta observou-se um aumento da atividade da superoxido dismutase (Fig. 17-G). Ja no tecido
muscular verificou-se apenas um aumento da atividade da catalase também na concentracdo mais
elevada deste herbicida (Fig. 17-J). Nao houve alteracfes nos tecidos branquial (Fig. 17-A,Be C) e
hepatico (Fig. 17-D, E e F), nem alteracdes nos niveis de TBARS no tecido muscular (Fig. 17-L).

O herbicida Primoleo® promoveu modificacdes no balanco oxidativo de todos os tecidos
analisados. Nas branquias houve um aumento na atividade da catalase na concentracdo mais baixa
(Fig. 17-B), ndo havendo alteracdo na lipoperoxidagcdo nesta situacéo experimental (Fig. 17-C). No
tecido hepatico, nenhuma das enzimas antioxidantes apresentou alteracao de sua atividade (Fig. 17-
D e E); contudo, foi detectada uma elevacao nos niveis de TBARS nas duas concentracfes testadas
(Fig. 17-F). O tecido renal apresentou aumento da atividade da SOD e da CAT na concentracao mais
elevada (Fig. 17-G e H), como também um aumento da lipoperoxidacédo nesta situacédo experimental
(Fig. 17-1). Frente a concentracao mais baixa, a superoxido dismutase manteve-se inalterada (Fig. 17-

G), com aumento da atividade da catalase (Fig. 17-H) e também da lipoperoxidac¢ao nos rins (Fig. 17-
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I). No tecido muscular, apenas a superéxido dismutase apresentou alteracdo na sua atividade, com
reducdo nas duas concentrac@es testadas (Fig. 17-J).

Pode-se observar também alteracdes em todos os tecidos analisados dos peixes expostos ao
Facet®. No tecido branquial, nenhuma enzima antioxidante alterou sua atividade (Fig. 17-A e B),
porém houve aumento da lipoperoxidacao frente a concentragdo mais alta do agroquimico (Fig. 17-
C). No figado, a superoxido dismutase reduziu sua atividade quando os individuos foram expostos a
concentragcao mais baixa (Fig. 17-D). Tanto no tecido hepatico como no tecido renal, a concentragao
mais alta do agroquimico promoveu um aumento na atividade das enzimas SOD e CAT (Fig. 17-D, E,
G e H) e também o aumento da lipoperoxidacéo (Fig. 17-F e I). Ainda no tecido renal, a concentracédo
mais baixa promoveu aumento da atividade da catalase (Fig. 17-H) e o aumento dos niveis medidos
de TBARS (Fig. 17-1). J& na musculatura, as duas concentragdes testadas promoveram o aumento da
atividade da enzima superoxido dismutase (Fig. 17-J), sendo que apenas na concentracdo mais baixa

detectou-se aumento na lipoperoxidagéo (Fig. 17-L).

Discusséo

Zhang et al. (2008) explicitam que, se a formacéo das Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)
prevaleca sobre o sistema antioxidante, este desbalanco entre a formacdo e a remocéo das EROS
pode provocar o estresse oxidativo. Ainda, a exposicdo a herbicidas pode induzir a uma excessiva
producdo de EROS, a um ponto no qual as enzimas antioxidantes sdo incapazes de contrapor os
efeitos deletérios, resultando no dano oxidativo (Martinez-Cayuela, 1998). Podemos aferir com este
trabalho a ocorréncia de dano oxidativo, sendo este tecido-especifico. Confirma-se também que as
concentracfes utilizadas neste estudo sdo todas subletais aos individuos da espécie Rhamdia
quelen, nesta fase do desenvolvimento, posto que ndo houve mortalidade durante o procedimento
experimental.

Podemos observar que o tecido branquial ndo foi prejudicado pelo herbicida Roundup®
quando consideramos os niveis de lipoperoxidacdo (LPO), sendo que o tecido renal foi o principal
sitio de ocorréncia de dano oxidativo quando os animais sdo expostos a este agroquimico. Xing et al.
(2012) observaram dano cerebral e renal em carpas expostas ao inseticida Chlorpyrifos, utilizando
métodos enzimaticos e histoldgicos, e afirmam que peroxidagéo lipidica € o passo inicial para os

danos da membrana celular causada por agroquimicos, sendo considerada como um indicador do
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dano oxidativo em componentes celulares. Ortiz et al. (2003) explicitam que o rim dos peixes recebe
a maior proporcdo de sangue pos-branquial, podendo-se considerar as lesdes renais como bons
indicadores de poluicdo ambiental.

Os outros dois agroquimicos testados (Primoleo® e Facet® produziram efeito sobre as
branquias. O Primoleo® induziu a um aumento da atividade da catalase na concentracdo mais baixa,
aumento este possivelmente suficiente para impedir o dano oxidativo devido a ndo alteracdo dos
niveis de lipoperoxidacdo. Modesto & Martinez (2010) afirmam que os resultados publicados para a
atividade da catalase sdo bastante diversos. A catalase é considerada uma enzima de protecao
extremamente significativa para sistema antioxidante, sendo a enzima mais eficaz, dentre as
conhecidas, contra o estresse oxidativo severo (Matés, 2000). A catalase e a glutationa peroxidase
sdo enzimas do sistema antioxidante que atuam de forma complementar, pois elas possuem
diferentes localiza¢des celulares e moléculas alvo (Ballesteros et al., 2009). A glutationa peroxidase
metaboliza os peréxidos organicos e inorganicos e esta localizada nas fracdes citosolicas e
mitocondriais (Ballesteros et al., 2009); ja a catalase encontra-se nos peroxissomos e realiza a
detoxificacdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) (Zhang et al., 2004). Moraes (2008) afirma que uma
elevacdo da catalase nos niveis teciduais, em peixes, pode significar uma possivel resposta
antioxidante do organismo, aspecto comprovado neste estudo durante a exposicdo a estes dois
agroquimicos.

Frente & exposicdo a concentracdo mais alta do Facet® observou-se um aumento da
lipoperoxidagdo no tecido branquial, apds exposicdo ao herbicida, fato aliado a uma néo alteracdo da
atividade das enzimas antioxidantes estudadas (SOD e CAT), configurando assim uma situacao de
dano oxidativo. Tais resultados nos permitem sugerir que, concentracbes mais altas destes
herbicidas, e/ou maior tempo de exposi¢cdo, possam comprometer de maneira severa a integridade da
estrutura branquial, visto que, ao provocarem a peroxidacdo dos lipideos de membrana, podem
comprometer a dindmica de funcionamento desta estrutura, impedindo o seu perfeito funcionamento
como o6rgao respiratério e osmorregulatério. Sancho et al. (1998) apontam para uma possivel
alteracao na estrutura branquial, pois pesticidas em geral possuem a habilidade de romper a estrutura
deste tecido, levando a um menor aporte de oxigénio aos tecidos, a uma alteragdo nas concentracdes
de gés carbdnico circulante, como também a um desbalango osmético e ao prejuizo na eliminagéo da

excreta nitrogenada.
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O mesmo padréo de incremento do TBARS e manutencao do nivel de atividade das enzimas
antioxidantes foram observados no tecido hepatico dos animais expostos ao Primoleo®, nas duas
concentrac8es testadas. Ballesteros et al. (2009) também encontraram comportamento similar entre
branquias e figado, ao analisar peixes da espécie Jenynsia multidentata expostos ao endosulfan.
Modesto & Martinez (2010) explicam que muitas enzimas envolvidas no processo de defesa
antioxidante podem ndo ser capazes de alterar a sua atividade frente ao excesso de oxidantes. Os
autores exemplificam tal situagdo, pois a superdxido dismutase pode ter sua atividade modulada de
forma inibitéria pelo excesso do peréxido de hidrogénio formado, a catalase pelo o &nion superdéxido,
e sendo a glutationa-S-transferase facilmente inativada pelos oxidantes em geral. Assim, podemos
sugerir que o excesso de oxidantes tenha modulado de forma inibitéria o sistema enzimatico da SOD
e da CAT, havendo incremento no TBARS e configurando estresse oxidativo.

Na concentracdo mais alta do herbicida Facet®, observamos também a ocorréncia de
estresse oxidativo no tecido hepatico. Neste caso, o incremento da atividade do sistema antioxidante
enzimético (SOD e CAT) nao foi suficiente para impedir o dano provocado pelas EROS, fato
comprovado pelo aumento da medida de TBARS neste tecido. O figado é o érgdo mais importante na
detoxificacdo de substancias toxicas (Dong et al., 2009) e possui uma alta atividade metabdlica,
sendo o primeiro a reagir ap6s uma situagéo de estresse (quimica ou ndo), mesmo se ocorrida num
curto espaco de tempo. Destaca-se também como o principal 6rgdo de metabolizagdo dos nutrientes,
sendo fundamental para a homeostase da glicemia, podendo ser considerado o 6rgao central do
metabolismo (Lehninger et al., 2002). Estes resultados, de aumento da atividade da catalase,
concordam com o observado por Pereira Maduenho & Martinez (2008) em figados de Prochilodus
lineatus expostos a Diflubenzuron e por Moraes et al. (2007), que também observaram aumento da
CAT e da LPO em figados de Leporinus obtusidens expostos aos herbicidas clomazone e propanil.

Ainda no tecido hepatico, a superéxido dismutase apresentou uma redugéo de sua atividade
frente & concentracdo mais baixa do Facet®. Outra resposta de reducdo na atividade da superéxido
dismutase foi observada no tecido muscular frente as duas concentracdes de Primoleo® utilizadas.
Ballesteros et al. (2009) explicam que observar um aumento nas enzimas antioxidantes apés a
exposicdo aos xenobidticos ndo € uma regra geral, pois a atividade destas enzimas pode ser
aumentada ou inibida sob o estresse quimico, dependendo da intensidade e da duracao da tensao

aplicada, bem como da susceptibilidade da espécie exposta.
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Nos rins, houve dano oxidativo com os trés agroquimicos testados. Apenas quando expostos
a concentracdo mais alta do Roundup®, a atividade da enzima superéxido dismutase parece ter sido
aumentada de maneira suficiente a impedir o dano oxidativo, posto que os niveis de lipoperoxidacao
mantiveram-se inalterados. Ja na concentracdo mais baixa do Roundup®, bem como nas duas
concentracdes do Primoleo® e do Facet®, configurou-se dano oxidativo, pois o aumento das duas
enzimas antioxidantes (SOD e CAT) néo foi suficiente para impedir um aumento da lipoperoxidacao,
detectado pela elevacdo dos niveis de TBARS. Zocche et al. (2014) também relatam um aumento da
atividade da superodxido dismutase e da catalase em resposta a poluentes ambientais, destacando
que este sistema enzimatico atua como uma primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo.
Pretto et al. (2011) encontraram aumento nos niveis de TBARS quando analisaram os rins da mesma
espécie de jundia, porém quando expostos ao Cadmio, sugerindo uma acumulagdo deste metal nas
branquias, figado e rins, em concentrag6es diferentes de acordo com o funcionamento do tecido,
necessitando de um longo periodo para a descontaminagao do individuo.

Uma situacdo semelhante ocorreu nos rins dos individuos expostos as concentracdes mais
baixas, dos trés herbicidas, onde a atividade da superéxido dismutase nado foi alterada, tendo
somente a catalase aumentado sua atividade, na tentativa de conter a formacao das EROS, e assim
0s possiveis danos provocados as membranas biologicas pelo incremento da lipoperoxidagao.
Porém, tais respostas ndo foram suficientes para impedir o stress oxidativo, culminando em um
aumento nos niveis de TBARS. Sugere-se que mais estudos rejam realizados com este tecido frente
a exposicao aos agroquimicos, buscando comparar os resultados aqui obtidos para R. quelen.

Neste estudo, no tecido muscular a superdxido dismutase apresentou-se aumentada em
ambas as concentracdes de exposicdo ao Facet®, ja a catalase nao apresentou um aumento
significativo em nenhuma das concentracdes utilizadas deste agroquimico, apesar de observarmos
uma tendéncia clara de elevacdo. Como apontado por Stanic et al. (2006), o fluxo de &nion radical
superoxido pode levar a uma diminuicdo da atividade da catalase; assim, a auséncia de um aumento
significativo desta e o aumento da atividade da superdxido dismutase, pode estar relacionada a um
incremento na formacdo de anions do radical superoxido. Ballesteros et al. (2009) também nao
detectaram alteracdo na atividade da catalase em bréanquias, cérebro, rins e misculo de Jenynsia

multidentata expostas por 24 horas ao endosulfan.
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Quanto ao dano oxidativo no tecido muscular, verificamos um aumento apenas na
concentracdo mais baixa do agroquimico Facet®, pois na concentragdo mais elevada o0 mecanismo de
defesa antioxidante, principalmente pela mobilizacdo da superéxido dismutase, foi capaz de impedir
um aumento do nivel de lipoperoxidacdo. Frente ao herbicida Roundup®, o aumento da catalase
parece impedir o dano oxidativo, pois ndo houve aumento nos niveis de TBARS. Nossos resultados
concordam com os obtidos por Toni et al. (2013), que mostram que o sistema de defesa antioxidante
dos peixes pode ser alterado, devido a diferente estratégia fisioloégica frente ao estresse oxidativo
causado pela exposicéo a herbicidas. Isto mesmo em concentra¢gdes subletais, havendo modificacdes

teciduais, como acima, descrito para a concentracdo mais baixa de Facet®.

Conclusbtes

Os tecidos hepatico e renal foram os mais afetados, concordando com as informacdes
conhecidas sobre o papel destes 6rgdos na manutencdo da homeostase dos individuos e nas
funcbes de metabolizacdo e excrecdo dos xenobidticos. Estabelecendo-se uma hierarquia de
toxicidade entre os quimicos testados, podemos inferir que o Facet® (quinclorac) foi o herbicida mais
toxico aos individuos recém-maturados sexualmente de Rhamdia quelen, seguido do Primoleo®
(atrazina) e apés o Roundup® (glifosato) (Facet®>Prim0Ieo®>Roundup®). Faz-se necessario o
incremento de estudos que visem aprofundar o conhecimento dos mecanismos de agdo destes
herbicidas em organismos ndo-alvo; assim como de delineamentos experimentais que mimetizem a
situacao ambiental de exposicao a combinacéo destes agroquimicos. Pode-se, a partir deste conjunto
de resultados, sugerir uma revisdo na legislacéo vigente em nosso pais, a fim de incluir produtos com

o0 principio ativo quinclorac na lista de toxicos a serem controlados no ambiente natural.
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Figura 17. Resultados da atividade das enzima Superdxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e
medida de lipoperoxidacdo (TBARS) nos tecidos branquial (A, B e C), hepatico (D, E e F), renal (G, H
e I) e muscular (J, K e L) dos alevindes de Rhamdia quelen, expressos em média + erro padrdo. O
simbolo (*) identifica as diferengas significativas em relagao ao grupo controle, com valor de p<0,05.
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Por realizar trocas com o ambiente, as branquias sdo de extrema importancia
ao equilibrio osmético dos peixes de agua doce (Storer & Usinger, 2000).
Concordando com sua destacada importancia e salientando que este € o primeiro
orgao a entrar em contato com o0s xenobidticos dissolvidos na agua, a composicéo
bioguimica tecidual sofreu alteragbes significativas (especialmente nos niveis
proteicos), podendo acarretar em danos neste tecido, conduzindo & perda da
homeostase e podendo culminar na morte dos animais e/ou na diminuicdo do
sucesso reprodutivo, quando expostos cronicamente a esta substancias (como
ocorre no ambiente natural) e nestas concentracdes. O catabolismo de proteinas
pode indicar uma resposta fisiolégica do peixe para compensar a situacdo de
estresse, sendo este metabdlito essencial na composicdo do tecido branquial. O
Facet® foi o herbicida que mais provocou o aumento da lipoperoxidacdo neste 6rgao,
agredindo significativamente os inividuos das duas faixas etdrias da espécie
estudada.

Os alevindes evidenciaram uma responsividade tecidual diferenciada quanto
as alteracbes no perfil metabdlico, sendo as bréanquias e os rins 0s 0rgaos mais
afetados com a exposi¢do aos agroquimicos. Os tecidos hepatico e renal sofreram
aumento significativo nos niveis de TBARS, configurando estresse oxidativo destes.
O tecido renal ainda é pouco referenciado em estudos bioquimicos, porém mostrou-
se um excelente indicador de poluicdo ambiental, como proposto por Ortiz et al.
(2003), por ser o 6rgdo que recebe a maior parte de sangue apd0s sua passagem
pelas branquias.

O tecido hepatico, por sua vez, € muito utilizado em estudos ecotoxicolégicos,
por ser considerado o principal 6rgao de detoxificacdo de substancias toxicas (Dong
et al., 2009); como possui uma alta atividade metabdlica (elevado turnover), € o
primeiro a reagir ap0s uma situacdo de estresse (quimico ou ndo), mesmo se
ocorrida num curto espaco de tempo (Lehninger et al., 2002). Assim, pode-se
observar que houveram alteracbes no perfil metabdlico deste 6rgdo em todas as
situacbes experimentais, em ambas faixas etarias, mesmo em um teste de
exposicao aguda por sete dias. Contudo, destaca-se a importancia do uso dos rins
para a analise do balanco oxidativo, tendo este apresentado maior sensibilidade a

exposicao aos xenobioticos.

86



Os alevinos passaram por diversas alteracdes em seu metabolismo, em todos
os tecidos analisados; porém parecem ter conseguido modular suas enzimas a
ponto de ndo sofrerem dano oxidativo frente aos herbicidas Roundup® e Primoleo®.
O tecido muscular apresentou alteracdes em praticamente todos os metabolitos
analisados quando os peixes foram expostos ao Primoleo® e ao Facet®, em ambas
faixas etarias. Este 6rgdo é o responsavel pela forga contratil (Moyes & Schulte,
2010) e, se lesado, pode comprometer a movimentacdo do animal na coluna de
agua, influenciando diretamente na captura de oxigénio na superficie, na ingesta
alimentar e na reproducao da espécie.

Fanta et al. (2003) salientam que as adapta¢gBes dos organismos expostos a
concentracfes subletais podem ser diferenciadas de acordo com a fase do ciclo de
vida de cada espécie, bem como a capacidade de manutencdo das populacfes em
ambientes contaminados. Um dos objetivos iniciais do projeto era observar possiveis
diferencas entre as duas faixas etarias de Rhamida quelen em questdo. Com o
contratempo da reforma estrutural ocorrida no edificio do Vivario, os procedimentos
experimentais ndo puderam ocorrer de maneira idéntica para as duas idades dos
individuos. Porém, mesmo sem podermos estabelecer uma comparacao direta entre
os dois experimentos, pode-se destacar uma nitida desigualdade no status oxidativo,
visto que os alevindes sofreram mais com a exposicdo aos agroquimicos testados,
fato evidenciado por uma maior atividade nas enzimas analisadas, bem como nos
niveis de lipoperoxidacéao (TBARS).

Os procedimentos experimentais realizados com os alevinos (no prédio do
Vivario) foram realizados com parametros ambientais controlados (ciclo de luz de 12
horas claro e 12 horas escuro; e temperatura controlada de 23+1°C), enquanto os
procedimentos dos alevindes foram a temperatura e luminosidade naturais, com
temperatura média de 29+3°C (Accuweather Inc., 2014) e luminosidade de quase 15
horas de claro, devido ao horério de verdo (Fig. 20).

Mesmo tendo sido realizados na mesma estacdo do ano (ambos
experimentos no verao), houve diferenca de temperatura entre os procedimentos.
Lushchak (2011) explicita que o aumento da temperatura afeta todos os organismos
vivos, estimulando todos os processos metabodlicos de acordo com os principios
termodinamicos conhecidos, e ainda relata que diversos autores detectaram

estresse oxidativo em peixes, induzidos pela variacdo positiva da temperatura. Este

87



fator pode ter contribuido para que os alevindes tenham apresentado maiores niveis
de TBARS e, consequentemente, maior lipoperoxidagdo quando somado ao
estresse possivelmente provocado pelo agroquimico. Para que esta hipdtese se
comprove, faz-se necessario um novo estudo, comparando estes resultados obtidos
com um procedimento experimental similar, com exposi¢cdo aos agroquimicos e
alteracdes na temperatura do ambiente. Assim, pode-se avaliar se a elevacdo da

temperatura ambiental potencializa ou ndo o efeito do agroquimico.
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Figura 18 . Grafico do tempo de luminosidade durante o verdo. Fonte: Ministério de Minas e Energia
do Governo Federal

O Facet® (quinclorac) foi o herbicida mais téxico aos individuos recém-
maturados sexualmente, seguido do Primoleo® (atrazina) e ap6s o Roundup®
(glifosato). Destaca-se novamente que nao ha legislacdo vigente em nosso pais que
regulamente o uso de agroquimicos contendo o principio ativo quinclorac. Mais
estudos sdo necessarios para ampliar o conhecimento a cerca do efeito deste
xenobidtico em diferentes niveis taxondmicos, mas pode-se sugerir que este

principio ativo seja incluido como prejudicial a especies nao-alvo.
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* Save your file in docx format (Word 2007 or higher)Xoc format (older Word versions).
Manuscripts with mathematical content can alsouberstted in LaTeX.

* LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displagadihgs.

Abbreviations
Abbreviations should be defined at first mentiod ased consistently thereafter.
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Footnotes

Footnotes can be used to give additional informmatichich may include the citation of a referenagtded in the reference list. They
should not consist solely of a reference citataord they should never include the bibliographiailiebf a reference. They should also not
contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutiviebge to tables should be indicated by supersavger-case letters (or asterisks for
significance values and other statistical dataptfr@tes to the title or the authors of the art&ie not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments
Acknowledgments of people, grants, funds, etc. khioe placed in a separate section before theemterlist. The names of funding
organizations should be written in full.

Scientific Style
* Please always use internationally accepted sighsymbols for units (S| units).

* Nomenclature: Insofar as possible, authors shasgdsystematic names similar to those used by Chéalistract Service or
IUPAC.

* Generic names of drugs and pesticides are preféfitedde names are used, the generic name sheutiven at first mention.

Citation
Cite references in the text by name and year ianiheses. Some examples:

* Negotiation research spans many disciplines (Thom990).
* This result was later contradicted by Becker ary®an (1996).
* This effect has been widely studied (Abbott 199ardkat et al. 1995; Kelso and Smith 1998; Medvex. £999).

Reference list

The list of references should only include worlatthre cited in the text and that have been pugdish accepted for publication. Personal
communications and unpublished works should onlgnbationed in the text. Do not use footnotes onetes as a substitute for a reference
list.

Reference list entries should be alphabetized &éyatst names of the first author of each work.

* Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Np@y Nottin S, Bosquet L (2009) Effect of high insity intermittent training
on heart rate variability in prepubescent childiar J Appl Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/s38R8-0955-8

Ideally, the names of all authors should be prayjdherit the usage of “et al” in long author listdl&lso be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Futdrieealth insurance. N Engl J Med 965:325-329

¢ Article by DOI
Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implicationsf dysregulated cytokine production. J Mol Med.:#16i1007/s001090000086

¢ Book
South J, Blass B (2001) The future of modern gensnilackwell, London

* Book chapter
Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. Bmith J (ed) The rise of modern genomics, 3rd ¥¢dtey, New York, pp 230-
257

*  Online document
Cartwright J (2007) Big stars have weather too. RdBlishing PhysicsWeb. http://physicsweb.org/ltitnews/11/6/16/1. Accessed
26 June 2007

¢ Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failurissBrtation, University of California

Always use the standard abbreviation of a journaisie according to the ISSN List of Title Word Adlaations, see

* |SSN.org LTWA

If you are unsure, please use the full journag titl

For authors using EndNote, Springer provides apuitstyle that supports the formatting of in-teixations and reference list.

* EndNote style (zip, 2 kB)

Tables

¢ All tables are to be numbered using Arabic numerals

* Tables should always be cited in text in conseeutivmerical order.

* For each table, please supply a table captior)(&ttplaining the components of the table.

¢ Identify any previously published material by gigithe original source in the form of a referencthatend of the table caption.

* Footnotes to tables should be indicated by supptdower-case letters (or asterisks for significawalues and other statistical
data) and included beneath the table body.
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Submission

Manuscript Submission

The complete manuscript can be submitted via EES at http://www.ees.elsevier.com/envpol , following all instructions exactly.

Complete manuscripts received via EES will be further evaluated by an Editor. Authors are requested to chose an editor most appropriate to their research
field during the submission process. This final evaluation will determine whether or not a manuscript will be sent out for review.

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation and uploading of your files. The system automatically
converts source files to a single PDF file of the article, which is used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source files are
converted to PDF files at submission for the review process, these source files are needed for further processing after acceptance. All correspondence,
including notification of the Editor's decision and requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Please note that authors have a maximum of 6 weeks to resubmit a revised manuscript, unless an extension is requested from the editor.

The resubmission of previously rejected manuscripts is by invitation only.

Referees

Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of five potential referees who are well-qualified to review the manuscript, if
they are asked to review it. Reviewers are asked to evaluate the originality, significance and technical quality of the work, as well as the clarity of the
manuscript, and the relevance of the subject matter to the journal. The final decision for publication of all manuscripts is made by the Editor-in-Chief.

Additional information

US National Institutes of Health (NIH) voluntary posting (" Public Access") policy Elsevier facilitates author response to the NIH voluntary posting request
(referred to as the NIH "Public Access Policy"; seehttp://www.nih.gov/about/publicaccess/index.htm ) by posting the peer-reviewed author's manuscript
directly to PubMed Central on request from the author, 12 months after formal publication. Upon notification from Elsevier of acceptance, we will ask you to
confirm via e-mail (by e-mailing us at NIHauthorrequest@elsevier.com) that your work has received NIH funding and that you intend to respond to the NIH
policy request, along with your NIH award number to facilitate processing. Upon such confirmation, Elsevier will submit to PubMed Central on your behalf a
version of your manuscript that will include peer-review comments, for posting 12 months after formal publication. This will ensure that you will have
responded fully to the NIH request policy. There will be no need for you to post your manuscript directly with PubMed Central, and any such posting is
prohibited.

If excerpts from other copyrighted works are included, the Author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the
article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: contact ES Global Rights Department, P.O. Box 800, Oxford, OX5 1DX, UK; phone:
(+44) 1865 843830, fax: (+44) 1865 853333, Elsevier's Rights Department, Oxford, UK: phone (+44) 1865 843830, fax (+44) 1865 853333, e-mail
permissions@elsevier.com . Requests may also be completed on-line via the Elsevier homepage (http://www.elsevier.com/locate/permissions ).

NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation and uploading of your files. The system automatically
converts your files to a single PDF file, which is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file to be used in the refereeing process. This can be a
PDF file or a Word document, in any format or lay-out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality figures
for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at the initial submission. Please note that individual figure files larger
than 10 MB must be uploaded separately.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or format as long as the style is consistent. Where
applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination must be
present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note
that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements needed to convey your manuscript, for example Abstract,
Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Please ensure your paper has consecutive line numbering - this is an essential peer review requirement.

Figures and tables embedded in text
Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of
the file.

REVISED SUBMISSIONS

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as
simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared in a way very
similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/quidepublication). See also the section on
Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and ‘grammar-check’ functions of your word processor.

Cover Letter

A cover letter must be sent with the manuscript and must include:

*The novelty, scientific significance and importance of the manuscript.

*The names and valid, current e-mail addresses for five (5) potential reviewers who are well-qualified to review the manuscript if they are asked to review it.
Potential reviewers should be from the international scientific community and not from one country or region.

*The name and e-mail address of the corresponding author.

Avrticle structure
Subdivision - unnumbered heads
Full Research Papers should not exceed 5000 words (including abstract but excluding references). If this is not possible, please contact the Editor in Chief.
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Divide your article into clearly defined sections. Each subsection is given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line. Subsections
should be used as much as possible when cross-referencing text: refer to the subsection by heading as opposed to simply "the text".

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be indicated by a reference: only relevant modifications should
be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid
extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results
and Discussion section.

Essential title page information

Full Research Papers: Provide the following data on the title page (in the order given).

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

 Author names and affiliations. ~ Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name), please indicate this clearly. Present the authors'
affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the
author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name, and, if available, the e-
mail address of each author.

« Corresponding author.  Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that
telephone and fax numbers (with country and area code) are prov ided in addition to the e-mail address and the complete postal addr ess.

* Present/permanent address.  If an author has moved since the work described in the article was done, or was visiting at the time, a "Present address" (or
"Permanent address") may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be retained as the
main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. (maximum length 100-150 words).

The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from the
article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-
standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Capsule: In addition to the abstract for the manuscript, authors are required to submit a one- sentence statement that describes the significance of their work
to the rest of the scientific community. When necessary, the capsule may be edited before publication.

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership online. Authors must provide images that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The
image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files.

See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best presentation of their images also in accordance with all technical
requirements: |llustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey the core findings of the article and should be submitted
in a separate file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including
spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Keywords: Immediately after the abstract, provide a maximum of 5 keywords, avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example,
"and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. Note that these keywords will be used for indexing
purposes.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not, therefore, include them on the title page, as a
footnote to the title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof
reading the article, etc.).

Units
Units and symbols: The S| system should be used for all scientific and laboratory data: if in certain instance, it is necessary to quote other units, these should
be added in parentheses. Temperatures should be given in degrees Celsius.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature
may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

« Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

» Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

« Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

» For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a single file at the revision stage.
« Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.
A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed inf ormation are given here.
Formats
Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or convert the images to one of the following formats (note the
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resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as ‘graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.

Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.
« Supply files that are too low in resolution.

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together
with your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web
(e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in
print, you will receive information regarding the costs from Elsevier a fter receipt of your accepted article . Please indicate your preference for color: in
print or on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications that can arise by converting color figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in
print) please submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions
Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the
illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables below the table body and indicate them with
superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.

References
Responsibility for the accuracy of bibliographic citations lies entirely with the authors.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in
full. Unpublished results and personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are
included in the reference list they should follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with either
‘Unpublished results' or ‘Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the sources cited. In order to allow us to create links to
abstracting and indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please note that
incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may
already contain errors. Use of the DOI is encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading
if desired, or can be included in the reference list.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and
Reference Manager (http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only need to select the appropriate journal
template when preparing their article and the list of references and citations to these will be formatted according to the journal style which is described below.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or format as long as the style is consistent. Where
applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination must be
present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note
that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged
according to the following examples:

Reference style

Name and year style in the text

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al.' and the year of publication. Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of
references should be listed first alphabetically, then chronologically.

Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995). Kramer et al. (2000) have recently shown ..."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s)
in the same year must be identified by the letters "a", "b", "c", etc., placed after the year of publication. Note that any (consistent) reference style and format
may be used: the Publisher will ensure that the correct style for this journal will be introduced for the proof stages, the final print version and the PDF files for
electronic distribution.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2000. The art of writing a scientific article. Journal of Scientific Communications 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New York. Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S., Smith, R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age.
E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
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Artigo 3: Ecotoxicology and Environmental Safety
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NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation and uploading of your files. The system automatically
converts your files to a single PDF file, which is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file to be used in the refereeing process. This can be a
PDF file or a Word document, in any format or lay-out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality figures
for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at the initial submission. Please note that individual figure files larger
than 10 MB must be uploaded separately.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or format as long as the style is consistent. Where
applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination must be
present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note
that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements needed to convey your manuscript, for example Abstract,
Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Please ensure your paper has consecutive line numbering - this is an essential peer review requirement.

Figures and tables embedded in text
Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of
the file.

REVISED SUBMISSIONS
Use double spacing. All pages must be numbered, beginning with the abstract. All lines must be numbered, preferably continuously throughout the entire
manuscript.

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as
simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared in a way very
similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/quidepublication). See also the section on
Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and ‘grammar-check’ functions of your word processor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not
included in section numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief
heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Materials and methods should be sufficiently detailed to enable the experiments to be reproduced. It is mandatory to give formal assurance that any study
involving humans or experimental animals were conducted in accordance with national and institutional guidelines for the protection of human subjects and
animal welfare. No manuscript will be considered unless this information is supplied.

Theory/calculation
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work. In
contrast, a Calculation section represents a practical development from a theoretical basis.

Results/Discussion
Results should be clear and concise. Discussion should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and
Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results
and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in appendices should be given separate numbering: Eq.
(A1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.
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Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations.  Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name), please indicate this clearly. Present the authors'
affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the
author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-
mail address of each author.

« Corresponding author.  Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that
phone numbers (with country and area code) are provided in add ition to the e-mail address and the complete postal address. Conta ct details must
be kept up to date by the corresponding author.

« Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or
‘Permanent address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be retained as the
main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An
abstract is often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, then
cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in
the abstract itself.

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership online. Authors must provide images that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The
image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files.

See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best presentation of their images also in accordance with all technical
requirements: |llustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey the core findings of the article and should be submitted
in a separate file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including
spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts
(avoid, for example, ‘and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will be used
for indexing purposes.

Abbreviations
Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the
abstract must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements
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