PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOLOGIA

A INFLUENCIA DO HERBICIDA FACET® (QUINCLORAC) NOS NIVEIS DE
CORTICOSTERONA, METABOLITOS PLASMATICOS E NAS
DEFESAS ANTIOXIDANTES DO FIGADO DE GIRINOS DE RA TOURO
(Lithobates catesbeianus Shaw, 1802)

Mariana de Lima Coltro

DISSERTACAO DE MESTRADO

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
Avenida Ipiranga, 6681 — Caixa Postal 1429
Fone: (051) 3320-3500
CEP 90619-900 Porto Alegre — RS
Brasil

2015



PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOLOGIA

A INFLUENCIA DO HERBICIDA FACET® (QUINCLORAC) NOS NiVEIS DE
CORTICOSTERONA, METABOLITOS PLASMATICOS E NAS
DEFESAS ANTIOXIDANTES DO FIGADO DE GIRINOS DE RA TOURO
(Lithobates catesbeianus Shaw, 1802)

Mariana de Lima Coltro

Orientadora: Dr2 Guendalina Turcato Oliveira

DISSERTACAO DE MESTRADO
PORTO ALEGRE - RS — BRASIL
2015



Sumario

=T = Tox= To o [N o U] > \%
Relac8o de tabelas.........cooi oo Vi
AGRADECIMENTOS ... e e ennnas VIl
RESUMO . ... e e e e e e e e e e e s X
AB ST RA CT ettt e e et e e et eaaaas Xl
1. INTRODUGAO. .. ..ottt ettt enen, 12
1.1 EStresse OXIidatiVO ........coooeeiieeieeeeeeee e 14
1.2 Defesas Antioxidantes ENZIMALICAS ........cccuvieeiiiiiiiiiiiiiieee e 16
1.2.1 — Defesas Antioxidantes Nao ENzimaticas ...........ccccceeeeeiniiiiiiiineeennn. 18
RS I 0 To 01T 0 ([ = Lo o USSP 19
1.4 COMtICOSTEIONA ..eeeeeeeiiiiiiie ettt e e e e e e e eeeas 21
1.5 GlICOSE ...ttt 24
1.6 ACIHO UFICO ...t 25
1.7 indice Hepatossomatico e Fatores de CONdIGAO ...........ccoevveveereeeeiuenns. 26
1.8 Justificativa € ODJELIVO .......cooeeeiiiiiece e 26
2. MATERIAL E METODOS .....ooviiiiiieceecteceete et 29
2.1 Os girinos de Lithobates catesbeianus............ccccooooiiiiiiiiiiiiiee, 29
2.2 ANAlISES BIOQUIMICAS.......uueeeeiiieieeee et e e e 32
2.3 ANAlise EStatiStiCa ........ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 37
3. RESULTADOS ...t e e e e e e eaa e aeees 39
3.1 Determinag0es N0 Plasma: ... 40
3.2 Determinag0es N0 Figado...........ccoviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 43



4. DISCUSSAO

B, CONCLUSAOD ...ttt

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coooeieeieeeeeeeee e,



Relacédo de figuras

Figura 1 Defesas enziméticas antioxidantes trabalham em conjunto para
proteger as células contra espécies reativas de oxigénio (EROs). As siglas
SOD, CAT, GST, GR, GPX e G6PDH representam respectivamente as
enzimas: Superoxido Dismutase, Catalase, Glutationa S-Transferase,
Glutationa  Redutase, Glutationa  Peroxidase e  Glicose-6-Fosfato
Dehidrogenase (Hermes-Lima 2004). .........oouuuiiiiiieeieeeeecie e 18

Figura 2 Secrecado hipotalamica do horménio corticotrépico, o qual estimula a
hipofise, que por sua vez, secreta os hormonios TSH, estimulante da tireoide, e
o adrenocorticotrépico (ACTH), que estimula a inter-renal. A inter-renal secreta
o hormonio glicocorticoide (corticosterona) e a tiredide o hormonio T4. estes
dois atuam diretamente na alteracdo da metamorfose. .........cccccccceeeiiieeeienennn, 22

Figura 3: girino de ra touro com aproximadamente 4 meses de vida (Foto:
Mariana Coltro, camera Nikon D5200 1/3,8) ......ceiiiiieiiiieiiiiiiiee e 29

Figura 4. amostra de sangue sendo coletada através de punc¢éo cardiaca com
seringa heparinizada (Foto: Mariana Coltro, camera: Nikon D5200 f/4)........... 31

Figura 5: Curva Padrédo obtida com concentragao crescente de corticosterona
......................................................................................................................... 33

Figura 6: Niveis de &cido urico no plasma de girinos mantidos em laboratério
por 14 dias (C14) e expostos por 7 dias a diferentes concentracdes de Facet®
principio ativo quinclorac. Os resultados sdo expressos como a meédiaterro
padréo. Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos experimentais para
8]0 0 0 I O X 01 T 41

Figura 7: Niveis de glicose no plasma de girinos mantidos em laboratério por 14
dias (Cl14) e expostos por 7 dias a diferentes concentracdes de Facet®,
principio ativo quinclorac. Os resultados sdo expressos como a meédiaterro
padrdo. Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos experimentais para
8]0 0 0 I O X 01 T 42

Figura 8: Niveis de corticosterona no plasma de girinos mantidos em
laboratorio por 14 dias (C14) e expostos por 7 dias a diferentes concentracées
de Facet®, principio ativo quinclorac. Os resultados sd0 expressos como a
médiaterro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca entre 0s grupos
experimentais para um pP<0,05.........cooiiiiiiiiii 43

Figura 9: Niveis de lipoperoxidacdo hepética de girinos mantidos em laboratorio
por 14 dias (C14) e expostos por 7 dias a diferentes concentra¢des de Facet®,
principio ativo quinclorac. Os resultados sdo expressos como a médiaterro
padrao. Letras diferentes indicam diferenca entre 0s grupos experimentais para
UM PO, 05 e 44

Figura 10: Niveis da atividade da Superéxido Dismutase (SOD) hepatica de
girinos mantidos em laboratorio por 14 dias (C14) e expostos por 7 dias a
diferentes concentracdes de Facet®, principio ativo quinclorac. Os resultados

\%



Sao expressos como a mediaterro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca
entre 0s grupos experimentais para um p<0,05..........ccccceeiiiiii, 45

Figura 11: Niveis da atividade da Catalase (CAT) hepética de girinos mantidos
em laboratério por 14 dias (Cl14) e expostos por 7 dias a diferentes
concentracdes de Facet®, principio ativo quinclorac. Os resultados s&o
expressos como a médiaterro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca
entre 0s grupos experimentais para um p<0,05..........ccccceeiiiiiii 46

Figura 12: Niveis da atividade da Glutationa S-Transferase (GST) hepética de
girinos mantidos em laboratorio por 14 dias (C14) e expostos por 7 dias a
diferentes concentracées de Facet®, principio ativo quinclorac. Os resultados
sao expressos como a mediaterro padrao. Letras diferentes indicam diferenca
entre 0s grupos experimentais para um p<0,05. .........cccoeiiiii 47

Figura 13: Niveis de proteinas totais no figado de girinos mantidos em
laboratério por 14 dias (C14) e expostos por 7 dias a diferentes concentracdes
de Facet®, principio ativo quinclorac. Os resultados sdo expressos como a
médiaterro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca entre 0s grupos
experimentais para um P<0,05. .......ccooiiiiiiiiiii e 48

Figura 14: Niveis do indice K total de girinos mantidos em laboratério por 14
dias (C14) e expostos por 7 dias a diferentes concentracdes de Facet®,
principio ativo quinclorac. Os resultados sdo expressos como a médiaterro
padrdo. Letras diferentes indicam diferenga entre 0os grupos experimentais para
UM P<O,005 L 49

Figura 15: Niveis do indice K do figado de girinos mantidos em laboratério por
14 dias (C14) e expostos por 7 dias a diferentes concentracdes de Facet®,
principio ativo quinclorac. Os resultados s@o expressos como a médiaterro
padrdo. Letras diferentes indicam diferenga entre 0os grupos experimentais para
8]0 0 0 I O X 01 T 49

Figura 16: Niveis do indice Hepatossomatico de girinos mantidos em
laboratorio por 14 dias (C14) e expostos por 7 dias a diferentes concentracées
de Facet®, principio ativo quinclorac. Os resultados sd0 expressos como a
médiaterro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca entre 0s grupos
experimentais para um pP<0,05. ..o 50

VI



Relacéo de tabelas

Tabela 1: Resultados obtidos para os diferentes parametros analisados no
plasma e no tecido hepatico de animais do Grupo Controle 7 dias (C7) e
Controle 14 dias (C14). As letras diferentes representam diferencas
significativas entre os grupos C7 e C14, para um p<0,05........ccccccvrirriirnnnnnnn. 39

Tabela 2: Resultados obtidos para a massa corporal e comprimento dos
animais na chegada ao laboratorio (inicial), apés sete dias de aclimatagéo (C7),
quatorze dias de permanéncia no laboratorio (C14) e expostos a diferentes
concentragdes do herbicida (X1=0,05pg/L; X2=0,10ug/L; X3=0,20ug/L e X4=
0,40ug/L). O asterisco (*) representa diferenca significativa entre os valores
iniciais e as letras diferentes representam diferencas significativas entre os
QrupPOS EXPEIMENTAIS .....ceeiiiiiiiie e e ee e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eara e e eeeeeeennes 40

VI



AGRADECIMENTOS

Em uma dissertacdo de Mestrado, se¢bes como resultados e discussao
sdo consideradas, de maneira geral, as mais relevantes. Porém, para pessoas
gue necessitam de tanta ajuda e compreensdo de outras como no meu caso, 0
agradecimento torna-se item imperativo. Afinal, escolher trabalhar com animais
e pesquisa em laboratorio e ter disponivel 50% de sua visdo total nem sempre
é tarefa facil. Nao foi para mim. Mas, com o passar dos meses, e com todo o
respaldo da minha orientadora Guendalina Turcato Oliveira, a tarefa tornou-se
viavel e muito satisfatéria para mim. E é por isto que ndo posso deixar de
agradecer primeiramente a ela, minha orientadora, por me apoiar, me

compreender e me dar forgas para continuar em todo o tempo que precisei.

N&o posso deixar de agradecer profundamente a equipe que também
sempre esteve ao meu lado, que foram, literalmente, meus olhos nesta
pesquisa: Betania Souza de Freitas, Patricia Rodrigues, Camila Miguel, Artur
Navarro Valgas, Bruna Dutra de Castro, Sarah Santos e Luiza Petroli

Ruckheim.

Agradeco também a todos os professores que tive aulas nestes dois
anos de mestrado, Santiago Jose Castroviejo Fisher, Eduardo Eizirik, Carlos
Graeff Teixeira, Arno Antonio Lise, Sandro Bonatto, Ana Paula Duarte de
Souza, Cleoni Maria Barboza Fernandes, Julio César Bicca-Marques e Mdnica
Ryff Moreira Vianna. Todos sempre estiveram dispostos a ajudar-me no que

era possivel e me ensinaram muito.

Muito obrigada também a toda a equipe da secretaria da p6s graduacéo
de Zoologia, Patricia Costa Baptista, Luana Oliveira dos Santos, Mauro Alex
Goncalves Rio e Rodrigo de Lima Correa, que nédo pouparam esforgos para

fornecer materiais e documentos que precisei.

Obviamente, eu nem estaria agradecendo a todas estas pessoas da

Universidade se nao fosse pelo apoio incondicional da minha familia, aos meus

VIl



pais, Flavio Coltro e Maria Izabel Coltro, & minha irma Maria Paula Coltro, que
em momentos mais dificeis, nunca deixaram que eu pensasse em desistir. E a
“alguém” que faz parte da minha familia ha oito anos e que ficou acordado
comigo, aos meus pés, por madrugadas enquanto eu digitava e estudava: meu

cachorro Hubble.

Muito obrigada aos meus médicos, principalmente a oftalmologista Dr2
Paula Gross, sempre incansavel em manter a pressao do meu olho estavel e

as consequéncias do glaucoma o mais longe que foi possivel.

Deus, obrigada por manter todas estas pessoas préoximas a mim e

permitir que eu jamais voltasse atras.

Obrigada a Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul que,

desde a graduacéo, forneceu meios para minha formacao.

Agradeco também a CAPES, pelo auxilio com a bolsa de estudos e pelo
incentivo a Ciéncia, parte tdo importante para o entendimento do mundo e de

nOGS mesmos.
Este € o inicio da realizagdo de um sonho.

“O futuro pertence aqueles que acreditam na beleza de seus sonhos”

(Eleanor Roosevelt)



RESUMO

Desde os principios do manejo com agricultura pelo homem, a tecnologia tem
aumentado de modo exponencial, permitindo a réapida evolucdo deste setor.
Porém, muitas melhorias estdo atreladas a utilizacdo de compostos quimicamente
sintetizados, sendo o meio ambiente e o préprio ser humano expostos a estes
poluentes, muitas vezes nocivos. Mesmo assim, a quantidade desses herbicidas é
crescente. Herbicidas a base de quinclorac, como o Facet® atuam como inibidores
do crescimento, sendo imediatamente absorvidos por sementes germinadas,
raizes e folhas e entdo translocados para a planta. Este agente é comumente
aplicado em lavouras de arroz e, no sul do Brasil, 0o quinclorac € o mais
frequentemente detectado em estudos com residuos de agroquimicos utilizados
nestas lavouras, sendo considerado um grande contaminante de aguas. Diversos
estudos com animais tem demostrado o efeito bioldégico negativo de xenobiontes,
como alteragcdes no comportamento, desenvolvimento e producdo de corticoides,
podendo acarretar malformacBes, problemas de diferenciacdo celular e
reproducdo. Tendo em vista a alta sensibilidade de girinos a estressores
ambientais, escolhemos como modelo a espécie Lithobates catesbeianus, que
possui, dentre a familia ranidea, uma grande plasticidade e resisténcia, sendo uma
espécie introduzida no Brasil. Para a realizacdo deste estudo foram adquiridos 79
girinos com 4 meses de vida, no estagio 25 (pr6-metamdérfico) da tabela de
Gosner. Os animais foram divididos em aquéarios com 60L de agua, com aeracao
constante em fotoperiodo e temperatura naturais, pH de 7,4, alimentados ad
libitum com racdo. Uma vez que houve manipulacdo e eutanasia dos animais, a
pesquisa foi submetida & Comissdo de Etica no Uso de animais (CEUA) da
PUCRS. O herbicida foi adicionado no 8° dia nas concentracdes X1(0,05ug/L),
X2(0,1ug/L), X3(0,2ug/L) e X4(0,4ug/L). O objetivo da pesquisa foi analisar as
possiveis alteracdes da atividade das enzimas antioxidantes e niveis de
lipoperoxidacédo (LPO) hepatica; assim como, dos niveis de corticosterona (CORT),
glicose e acido urico (AU) no plasma frente a exposicao do herbicida. Uma vez que
nao houve diferenca entre os grupos controle 7 dias (C7) e controle 14 dias (C14),
com excecao da medida de AU, assim os grupos foram comparados com o C14,
onde os animais apresentam o mesmo tempo de desenvolvimento dos expostos.
Os resultados mostraram diferencas significativas na LPO, principalmente nos
animais expostos a concentracdo 0,1pg/L (X1) do herbicida; induzindo também, a
aumento da atividade da GST, da SOD e da CAT; apds seguiu-se uma diminui¢éo
desta atividade onde verificamos, no caso da SOD, CAT e GST, uma relacéo
inversa entre a concentracdo do pesticida e a resposta do sistema enzimatico.
Porém, estes resultados ndo determinaram um aumento na lipoperoxidacao e nem
causam mortalidade aos animais 0 que sugere uma atividade constitutiva alta
destas enzimas e/ou a presenca de um sistema antioxidante ndo enzimatico
bastante eficiente. Os niveis de corticosterona plasmatico apresentaram diferenca
entre os grupos X1(0,05ug/L) e X4(0,4ug/L), com decréscimo no X4, deduzindo
uma diminuicdo da capacidade de resposta do animal frente & exposi¢édo
prolongada, sete dias, a concentragbes mais elevadas do pesticida; estando esta
resposta aliada a um aumento da glicemia em X3. Os niveis de AU apresentaram
uma reducao significativa no grupo X4, porém, para maiores conclusdes sobre o
uso desta molécula como antioxidante e seu papel junto ao sistema nao
enzimatico serdo necessarios novos estudos.



ABSTRACT

Since the principles of management in agriculture by man, technology has
increased exponentially, allowing rapid development of this sector. However, many
improvements are linked to use of chemically synthesized compounds, with the
environment and the human being exposed to these pollutants, often harmful.
Nevertheless, the amount of these herbicides is increasing. The herbicide based on
quinclorac, as Facet® acts as a growth inhibitor, immediately absorbed by
germinated seeds, roots and leaves and then transported to the plant. This agent is
commonly applied in rice fields and in southern Brazil, the quinclorac is most often
detected in studies with agrochemical residues used on these crops and is
considered a major water contaminant. Several animal studies have demonstrated
the negative biological effect of this xenobiotic, as changes in behavior,
development and production of corticosteroids, which may cause malformations,
cell differentiation and reproduction problems. Given the high sensitivity of tadpoles
to environmental stressors, we choose as model Lithobates catesbeianus species,
which has, among ranidae family, a great plasticity and toughness, due probably to
be an introduced species in Brazil. To perform this study were acquired 79 tadpoles
with 4 months old, on stage 25 (pro metamorphic) of the Gosner table. Animals
were divided into tanks of 60L of water with constant aeration in natural
photoperiod and temperature, pH of 7.4, fed ad libitum on chow. Since there was
manipulation and euthanasia of animals, the study was submitted to the Ethics
Committee on Animal Use (CEUA) of PUCRS. The herbicide was added at day 8 in
X1 concentrations (0,05ug/L), X2 (0,1pg/L), X3 (0,2pg/L) and X4 (0,4ug/L). The
objective of the research was to analyze the possible alterations in the activity of
antioxidant enzymes and levels of lipid peroxidation (LPO) liver; as well as the
levels of corticosterone (CORT), glucose and uric acid (UA) in plasma after
exposure of the herbicide. Since there was no difference between groups control 7
days (C7) and control 14 days (14), except for the UA as the groups were
compared with the C14, where they show the same development time of exposed.
The results showed significant differences in LPO, especially in animals exposed
concentration 0.1 pu g/L (X1) of the herbicide; also induces the increased activity of
GST, SOD and CAT,; After it followed by a decrease in this activity where noticed in
the case of SOD, CAT and GST, an inverse relationship between the concentration
of the pesticide and the response of the enzyme system. However, these results
did not determine an increase in lipoperoxidation and even cause death to the
animal suggesting a high constitutive activity of these enzymes and / or the
presence of a non-enzymatic antioxidant system rather desenvolvido.The plasma
corticosterone levels showed differences between the groups X1 (0,05ug/L) and X4
(0,4ug/L), a decrease in X4, deducting a decreased responsiveness of animals to
prolonged exposure front seven days, at higher concentrations of the pesticide; this
response being coupled to increased glucose levels in X3. The UA levels showed a
significant reduction in X4 group, however, for further findings on the use of this
molecule and its role as an antioxidant by the non-enzymatic system will require
new studies.
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1. INTRODUCAO

E sabido que desde o momento no qual o homem conseguiu e aprendeu
a manejar a natureza e usufrui-la, da maneira que julga mais apropriada para
si, 0s avancos tecnolégicos aumentaram de maneira exponencial, permitindo
com que setores como os relacionados a alimentacdo, saude e agricultura

rapidamente evoluissem (Oga 2003).

O homem é o unico animal que ndo se contenta com 0 que a natureza
Ilhe oferece, tendo a necessidade, evolutiva ou ndo, de modifica-la e utiliza-la
de modo intenso e ininterrupto (Alho 2006). Muitas melhorias estéo atreladas a
utilizacdo de compostos quimicamente sintetizados, e o meio ambiente é
continuamente carregado com estes elementos xenobidticos (van der Oost et
al. 2003); contudo, também devemos considerar a exposicdo do proprio ser
humano e do meio ambiente a compostos com propriedades muitas vezes
desconhecidas e nocivas (Oga 2003). Ainda assim, o uso de herbicidas é
crescente, sendo a quantidade destes agentes quimicos lancados no mercado,
principalmente nas ultimas décadas, cada vez mais extensa (Marchi et al.
2008). No Brasil, a utilizacdo de agrotéxicos comumente utilizados para evitar
danos as colheitas e disseminacédo de pragas encontra-se em franca expansao
(Dornelles 2013). O pais é responsavel por cerca de 50% do consumo destes
xenobiontes em toda a América do Sul (somente na regido sudeste, esta
estimado em 12kg de agrotéxico/trabalhador/ano), sendo o quarto colocado
dentre os paises consumidores no mundo (Moreira et al. 2002). Além disso, 0
desenvolvimento de herbicidas a partir dos anos 70 explodiu e atualmente a
lista destes, disponiveis no mercado € muito grande - ndo somente o numero
aumentou como também os tipos de herbicidas com os mesmos ingredientes
ativos e com diferentes nhomes comerciais (Lein et al. 2004). Reforca-se, de
mais a mais, que os dados da Lista Vermelha de Espécies Ameacadas (IUCN)
de 2008 indicam que, logo apos a perda de habitat, a poluicdo € a segunda
maior causadora no processo de ameaca das populacdes de anfibios (Mann et
al. 2009).
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A maioria dos herbicidas reguladores de crescimento € prontamente
absorvida tanto pelas raizes como pelas folhas e transportado tanto pelo
floema como pelo xilema (sistémicos). A translocacdo destes herbicidas
aplicados nas folhas de gramineas, entretanto, € mais restrita que em folhas
largas suscetiveis. Desse modo, esses compostos sao usados, primariamente,
para controlar plantas daninhas de folhas largas em culturas de gramineas e
pastagens, sendo assim mais efetivos para o controle destas.

Os herbicidas auxinicos a base de Quinclorac (3,7-dicloro-8-quinolino
carboxilico) atuam como inibidores de crescimento, sendo prontamente
absorvidos por sementes germinadas, raizes e folhas, e entdo translocados
para a planta (Grassmann e Kwiatkowski 2000), semelhante ao Fenoxi 2,4-D, o
qual foi o primeiro composto organico sintetizado pela industria a ser utilizado
como herbicida seletivo (Oliveira Janior e Constantin 2001). A medida
recomendada para uso da formulagdo comercial de Facet® WP é de 375g de
quinclorac (ingrediente ativo) por hectare. Este agente € normalmente aplicado
em lavouras de arroz em muitos paises, e, nos ultimos anos, estudos em
campos de arroz irrigados no sul do Brasil revelaram a presenca de residuos
de agroquimicos, sendo o Quinclorac o mais frequentemente detectado
(Resgalla et al. 2007), além do acumulo de cianetos em tecidos de plantas

como gramineas (Grossmann e Kwiatkowski 2000).

Este herbicida é classificado como um grande contaminante de aguas,
devido a sua alta solubilidade neste meio (Ws: 0,065 mg/kg em pH 7), sendo
conhecido que solucBes deste composto sdo estaveis em relacdo a hidrolise
em pH de 5, 7 e 9 apds 730 horas. Ligado a um solo aerdbico, a meia vida é de
211 dias. (PAN Pesticide Database; IUPAC) (Pareja et al. 2012). Finalmente, o
emprego destas substancias na agricultura apresenta um grande potencial de
contaminacdo dos recursos hidricos devido as suas caracteristicas como
grande potencial de deslocamento (lixiviagdo), permanéncia no solo,
solubilidade em agua moderada e potencial de fixacdo aos solos e sedimentos,

podendo alcancgar lengéis freaticos (Moura et al. 2008)
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Diferentes estudos com animais tem demonstrado um efeito biolégico
negativo do Quinclorac ou de herbicidas com base neste composto. A
exposicdo a Quinclorac acarretou alteragbes de comportamento em Jundias
(Rhamdia quelen) apds exposicdo de 96 horas em concentragdes proximas a
ClLso, de 745mg/L além de um aumento da ativacdo da acetilcolinesterase
(AChE) cerebral, o que pode influenciar em processos de neurotransmissao
colinérgica, acarretando efeitos como tremores, letargia e nado erratico, onde
0S animais estariam compensando o0 estresse metabdlico através do aumento
da atividade da AChE cerebral (Cattaneo 2009). Estudos com carpas (Cyprinus
carpo) expostas ao Quinclorac na concentracdo de 1mg/L por 192 horas,
mostraram sinais claros de peroxidacao lipidica identificado pelo aumento nos
niveis de TBARS no figado e branquias (Menezes et al. 2012). Trabalhos
realizados com anfibios expostos a herbicidas e poluentes toxicos evidenciam
alteracbes no desenvolvimento, no comportamento, na producdo de
corticoides, aliado a uma deficiéncia imunoldgica nos animais expostos. Tais
desequilibrios podem acarretar malformacbes, problemas de diferenciacao
celular e reproducdo (Bridges e Semlitsch 2000; Hontela 2005; Dornelles
2013).

Muitos pesticidas tem o potencial de afetar populacdes de anfibios,
causando mortalidade; assim, os estudos que examinam a toxicidade entre
anfibios geralmente observam manifestacdes de doses sub-letais afetando,
entre outros pontos, o desenvolvimento dos animais pela interrupgéo de fatores
endocrinos (Mann et al. 2009). De mais a mais, verifica-se a importancia da
explanacdo a seguir, resumindo itens do metabolismo, seu funcionamento e

defesas.

1.1 Estresse Oxidativo

O termo radical livre é utilizado para qualquer atomo ou molécula que
contenha elétrons desemparelhados e existéncia independente. Estes radicais
podem ser cations, anions ou de carga neutra (Hermes-Lima 2004),
dependendo do tipo de reacéo. A presenca destes elétrons desemparelhados

confere a tais espécies carater paramagnético, na maior parte dos casos, uma
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alta reatividade e uma meia vida curta (Llesuy 2002). O interesse em seu
estudo é recente, ha cerca de 50 anos, devido a identificacdo de sua presenca
em materiais biologicos e teorias de envolvimento em processos mutagénicos e
cancer (Bello-Klein 2002).

Os radicais livres centrados no Oxigénio (O;) sao gerados
fisiologicamente nos sistemas biolégicos a partir de compostos enddgenos que,
por sua vez, ao metabolizar certos compostos exdgenos ao organismo,
também podem vir a gerar diferentes radicais livres (LIesuy 2002). O O, por si
s6 tem pouca capacidade de oxidar outros compostos quimicos, entdo, em vez
disso, ele é convertido em formas ativas de oxigénio, chamados de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs), como o Superéxido 0, 0 peréxido na forma de
peréxido de Hidrogénio e a Hidroxila, que sdo continuamente produzidos por
células vivas como subprodutos do metabolismo normal, durante metabolismo
de xenobiontes e radiacdo. No organismo, as EROs encontram-se envolvidas
em producdo de energia, regulacdo do crescimento celular, sintese de
substancias biolégicas importantes, etc. Porém, apesar de os tecidos disporem
de mudltiplas enzimas que removem estas espécies reativas, incluindo
peroxidases, catalases e superdxido dismutases, seu excesso apresenta
efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacdo de lipidios de membrana, a
agressao as proteinas dos tecidos, as enzimas, aos carboidratos e ao DNA
(Warner 1994; Barreiros e David 2005; Guyton e Hall 2006).

Muitos fatores, incluindo contaminantes, mudancas de temperatura,
niveis de oxigénio, alta taxa metabdlica e uso de agentes poluentes pelo
homem - através da formacdo e liberacdo de EROs - causam estresse
oxidativo levando a inatividade enzimética, dano ao DNA e morte celular (van
der Oost et al. 2003; Lushchak 2010). Além disso, o equilibrio redox da célula
pode ter perda no seu balanco por exposicdo também a contaminantes,
induzindo a danos em lipidios e proteinas, levando a processos mutagénicos e
carcinogénicos (Sies e Stahl 1995). O aumento nos niveis de lipoperoxidacdo
(LPO, da sigla em inglés Lipid Peroxide Levels) € um dos importantes fatores
para a perda da funcdo celular durante o estado de estresse oxidativo
(Hermes-Lima et al. 1995; Hermes-Lima 2004).
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Tais efeitos toxicos, e ainda outros, podem ser originados pela geracéo e
liberacdo de EROs, como ja citado; assim, muitas enzimas antioxidantes e
moléculas antioxidantes sdo importantes para lidar com a alta producao celular
destas Espécies Reativas de Oxigénio (Zanette et al. 2015), apesar de nem

sempre serem suficientes em casos de alta exposicao.

1.2 Defesas Antioxidantes Enzimaticas

Atualmente, as formas de vida estdo equipadas com sistemas
complexos para o controle de danos aos constituintes celulares provenientes
das espécies reativas de oxigénio (Hermes-Lima 2004), como o do anion

radical superoxido pelo grupo de enzimas das Superdxido dismutases (SOD).

A producdo do anion superoxido ocorre tanto nas mitocondrias quanto
no reticulo endoplasmético e no citosol, devendo-se a auto-oxidacdo nas

mitocondrias (Llesuy 2002).

0, + e = 0,° (Reacao de formacdo do anion superéxido)

7z

O radical livre assim gerado € altamente reativo, e sua formacao
também leva a producdo do radical hidroxila (OH), ainda mais reativo. Para
impedir o dano oxidativo do O,”, as células tém diversas formas da enzima

SOD, que catalisa a dismutacdo de O,° através da reacao:

2 020_ +2H" > H,O, + O,

7z

Onde o peréxido de hidrogénio gerado é metabolizado pela acdo da
glutationa peroxidase e catalase e aquele (peréxido de hidrogénio) tem sua
passagem livre através de membranas (Nelson e Cox 2014; Warner 1994).
Também, o peroxido de hidrogénio pode atuar ndo somente como um

hidroperéxido, mas ainda como doador de hidrogénio (Llesuy 2002).

O aumento da atividade da SOD deve ser acompanhado, para que néo
ocorram danos celulares em alguns casos, pelo aumento de outra enzima, a
Catalase (CAT) e/ou Glutationa Peroxidase (GPx), para evitar o acimulo do
peréxido de hidrogénio (Warner 1994). A enzima CAT tem como papel facilitar

a remocéao do peréxido de hidrogénio (dai o nome, pois ela catalisa a reacéo da
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molécula), decompondo-o para um estado anterior, que € metabolizado para
molécula de oxigénio e 4gua (Hermes-Lima 2004). As CATSs estéo localizadas
em diversos tecidos, mas sua maior atividade é verificada em eritrdcitos,
figado, rins e tecido adiposo, nos peroxissomos da maioria das células,
estando envolvidas no metabolismo de acidos graxos. Porém, a atividade
destas enzimas como marcadores nas hemacias mostrou-se mais apropriada
em estudos de oxidagdo em vertebrados (van der Oost et al. 2003; Hermes-

Lima 2004).

As células também podem aumentar a biossintese de Glutationa (GSH),
a qual pode atuar como antioxidante por si s6, além do seu papel como co-
substrato de GPx e da Glutationa S-Transferase (GST). Essas acdes de
defesa previnem o acumulo de dano oxidativo aos componentes celulares
(membranas, organelas, etc.), onde as consequéncias de cada um sao
altamente variadas dependendo do tipo celular (Hermes-Lima 2004; Nelson e
Cox 2014). A GSH é considerada uma “chave de antioxidagao soluvel” sozinha,
mas também como um cofator para diversas enzimas. Porém, a enzima que
mantém o balanco da GSH, chamada Glutationa Redutase (GR), ao contrério
da CAT, requer NADPH e assim, portanto, mais energia de enzima
demandante (Solé et al. 2010). A GR também tem utilidade para manter os
grupos sulfidril das proteinas em seu estado reduzido, impedindo alguns dos

efeitos deletérios do estresse oxidativo (Nelson e Cox 2014).

A GSH est4 presente em plantas, em animais e em algumas bactérias
frequentemente em niveis altos, podendo ser considerada um tampdao redox,
sendo derivada dos aminoacidos glutamato, cisteina e glicina. A forma oxidada
da glutationa (GSSG), produzida no curso das suas atividades redox, contém
duas moléculas de glutationa ligadas por meio de uma ligacdo dissulfeto
(Nelson e Cox 2014).

Por sua vez, as GSTs, familia de enzimas multigénicas com multiplas
funcionalidades e de presenca principalmente citosdlica sdo encontradas em
bactérias, fungos, plantas e animais. Elas catalisam uma variedade de reacdes

onde sao conjugadas moléculas de glutationa e substratos eletrofilicos s&o
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descritas como as mais abundantes e largamente distribuidas da sua fase de
atuacdo enzimatica (van der Oost et al. 2003; Boutet et al. 2004), tendo um
papel fundamental no metabolismo de muitas classes de contaminantes
marinhos (Nunes et al. 2015). De mais a mais, andlises de GSTs em
mamiferos mostraram que elas também atuam intracelularmente montando
proteinas de acordo com uma alta variedade de substancias enddgenas e
reacoes a xenobiontes (Ludeking e Kohler 2002), inclusive de potencial
cancerigeno (Hermes-Lima 2004). A figura 1 (Hermes-Lima 2004) demonstra,

de maneira resumida, como varias destas enzimas citadas estdo associadas.

Fe(lll) + OH +.OH — Oxidative Damage

A Detoxification of

. many substances
Fe(ll) | (Fenton Reaction)

CAT GST

/—P HZO + 02

H0,
A 2GsH NADPH
SONGP GR G6PDH
+
) :GSSG : NADP
2 H0

0+ NO +
H0,

ROS
Generation

Fe(ll) | (Haber-Weiss reaction)

ONOO~

O,+ OH +*0OH = Oxidative Damage

Figura 1 Defesas enzimaticas antioxidantes trabalham em conjunto para proteger as células contra
espécies reativas de oxigénio (EROs). As siglas SOD, CAT, GST, GR, GPX e G6PDH representam
respectivamente as enzimas: Superdéxido Dismutase, Catalase, Glutationa S-Transferase, Glutationa
Redutase, Glutationa Peroxidase e Glicose-6-Fosfato Dehidrogenase (Hermes-Lima 2004).

1.2.1 — Defesas Antioxidantes Nao Enzimaticas

Fazem parte deste sistema um grande numero de compostos de baixo
peso molecular, incluindo o a-tocoferol (vitamina E), o acido ascorbico (vitamina

C), componentes do selénio, a glutationa, o acido arico, os estrogenos, a
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melatonina, entre outros (Nordberg e Arnér 2001; Hermes-Lima 2004; Andrade
et al. 2010).

Os antioxidantes de baixo peso molecular desempenham uma relevante
acdo antioxidante fisiolégica. Este sistema pode atuar em duas linhas: como
removedor do agente, antes que ele cause a lesdo, ou como reparador da

leséo ocorrida (Andrade et al. 2010).

Descreveremos brevemente 0s compostos que concerne no presente
estudo, primeiramente, a glutationa reduzida (GSH) que é uma substancia
presente na maioria das células e é o tiol (-SH) mais abundante do meio
intracelular. Ela pode ser considerada um dos agentes mais importantes do
sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra lesbes
resultantes da exposicao contra agentes como ions ferro, oxigénio hiperbérico
radiacdo e luz ultravioleta. Também atua na diminuicdo a suscetibilidade a
lesé@o renal decorrente da isquemia e reperfuséo, participa da detoxificacao de
agentes quimicos e da eliminacdo de produtos da lipoperoxidacéo (Ferreira e
Matsubara 1997). O acido urico (ver secao 1.6), por sua vez, na forma de urato
(quando em pH neutro) age como antioxidante in vivo como na doenca de
Wilson (em humanos) e hemocromatose. Em estudos na Universidade Federal
do Rio de Janeiro mostrou-se a ac¢do na defesa antioxidante do urato em
insetos sugadores de sangue de maneira importante, onde, mesmo com altas
guantidades deste elemento, o0os animais ndo desenvolviam doencas

relacionadas ao acido urico (Hermes-Lima 2004).

1.3 Lipoperoxidacao

A peroxidacao lipidica é definida como uma deterioracdo oxidativa de
lipidios poli-insaturados - acidos graxos que contém no minimo duas ligacdes
duplas carbono-carbono. Tanto as membranas celulares, como as organelas
citoplasmaticas (mitocéndrias, peroxissomas, etc.) possuem alta quantidade de
acidos graxos insaturados que poderiam ser peréxidos (Llesuy 2002).
Basicamente, a Lipoperoxidacdo (LPO) € uma reacdo em cadeia catalisada, na

maioria dos casos, por metais de transicAo onde oxidantes causam o
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desarranjo dos fosfolipideos de membrana, 0os quais contém o0s acidos graxos

poli-insaturados (Hermes-Lima 2004)

Muitas espécies reativas de oxigénio podem dar inicio a peroxidacao
lipidica, um processo de auto propagacdo em que o radical peroxil é formado
quando a ERO tem reatividade suficiente para extrair um atomo de hidrogénio
de um lipidio que esteja intacto (grupo metileno), sendo o radical hidroxila (OH)
uma das moléculas capazes desta iniciacdo do processo (Llesuy 2002; Vinagre
et al. 2012).

A reacdo de EROs com lipidios € considerado um dos mecanismos mais
comuns de danos celulares, além do que, a peroxidacao lipidica tem alto nivel
de injuria e morte celular, assim como danos ao DNA (Sies e Stahl 1995;
Vinagre et al. 2012). Muitas condi¢cfes patoldgicas e doencas sdo atribuidas a
peroxidacao de lipidios. Os danos da LPO a membranas celulares possuem
diferentes niveis de gravidade, dependendo da natureza e da concentracdo do
oxidante, seu alcance e variando do local até o rompimento da integridade da
bicamada lipidica (Hermes-Lima 2004), ou seja, enquanto estas reacfes em
cadeia progridem, proteinas de transporte e enzimas de membrana podem ser
inativadas ou a bicamada lipidica pode tornar-se mais permeavel, alterando,
desta forma, a homeostasia dos ions (Llesuy 2002). Assim, o aumento nos
niveis de LPO é um dos maiores fatores para a perda das fun¢des celulares
durante o0 estado de estresse oxidativo e tem sido empregado como
biomarcador para este estresse tanto in vivo quanto in vitro (Zanette et al.
2015)

Com a descricdo e o estudo de mecanismos de defesa através da SOD,
CAT, GST, GPx e, através de substancias como a Glutationa (GSH) e Acido
Urico, e da Lipoperoxidacdo, se tem demonstrando o potencial de certos
animais em controlar os efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio
(Lushchak 2010). Este sistema e seus constituintes enzimatico e nao
enzimatico desempenham um papel fundamental como marcadores biolégicos
e sdo importantes para analises de maiores ou menores niveis de estresse no

organismo, assim como de alteracdes ambientais.
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1.4 Corticosterona

Trabalho desenvolvido por Glennermeier e Denver (2002) mostra que as
concentracbes de corticosterona (CORT) podem variar durante o
desenvolvimento larval; geralmente observando-se niveis baixos em girinos
pre-metamdérficos e pro-metamoérficos, valores aumentados no climax
metamorfico e niveis maximos em jovens recém metamorfoseados e também
conforme o ciclo claro/escuro. Sabe-se que a administracdo de corticoides nos
estagios iniciais do desenvolvimento tende a inibir a metamorfose, enquanto
que nos estagios finais, acelera a conversao de tiroxina em triiodotironina (T3) e
0 aumento da ligacdo do T3 com o seu receptor, leva ao estimulo da
metamorfose (Kloas et al. 1997). Neste mesmo estudo foi demonstrado este
fato, em que nos estagios de maior atividade na metamorfose, houve um forte
aumento nos niveis de corticoides, o qual estabilizou-se até os estagios finais,
onde decaiu e mantiveram-se constantes até o final da metamorfose em girinos

de Lithobates catesbeianus e Xenopus laevis.

Em anfibios, os corticoides como o glicocorticoide Corticosterona agem
de maneira sinérgica com os horménios da tireoide (TH) nos ultimos passos da
metamorfose (pro-metamorfose e climax, conforme tabela de Gosner 1960),
podendo assim ter um importante papel na propria regulacdo hormonal destes
animais, sendo a corticosterona (CORT), juntamente com a aldosterona, 0s
principais horménios esteroides da inter-renal (drea analoga ao cortex da
adrenal dos mamiferos), acelerando, no caso da primeira, a metamorfose
induzida pelo hormdnio tiredideo. Esses hormdnios corticoides também tém
papéis importantes no metabolismo de carboidratos, proteinas e sais, tanto nos
estagios de larva quanto de adultos (Wright et al. 2003). Além disso, a
disponibilidade biol6gica e as acdes celulares a produtos quimicos ambientais
em vertebrados sdo muito influenciadas pela forma como estes produtos séo

transportados na corrente sanguinea (Jaffe 1981; Mann et al. 2009).

A mediacdo da tireoide na metamorfose também € induzida pelo
estresse. Em condi¢gBes naturais, o0 estresse estd associado ao ambiente em

que os anfibios vivem, com aceleracdo da metamorfose como uma resposta
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adaptativa a ele, a qual é mediada por uma cascata de eventos de sinalizacao
hormonal, iniciando com a secrecdo hipotalamica do horménio corticotrépico
(CRH), que, por sua vez, vai estimular a hipdfise a secretar o hormdnio
estimulante da tireoide (TSH) e o adrenocorticotrofico (ACTH), que estimulam a
tireoide a secretar o seu horménio (T4;) e a inter-renal a secretar o
glicocorticoide, respectivamente (figura 2). Assim, a aplicacdo exdgena de
corticoides também acelera a metamorfose em varias espécies, semelhante ao
gue ocorre em ambientes contaminados com pesticidas, induzida pela resposta

ao estresse (Mann et al. 2009).

" ™
<O

g

TSH
Iteragao n N4
Metamorfose
\ T4 secreta || Tiredide

Figura 2 Secrecdo hipotalamica do horménio corticotropico, o qual estimula a hipdéfise, que por sua vez,
secreta os hormdnios TSH, estimulante da tireoide, e o adrenocorticotrépico (ACTH), que estimula a inter-
renal. A inter-renal secreta 0 hormdnio glicocorticoide (corticosterona) e a tire6ide o hormonio T4. estes
dois atuam diretamente na alteragdo da metamorfose.

Estes valores também apresentam variacdes relacionadas ao ritmo da
alimentacdo, a atividade do animal e a fatores estressores naturais e

antropogénicos (Glennermeier e Denver 2002; Wright et al. 2003; Burraco et al.
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2013). Estudos com fungicidas mostraram um aumento no nivel de
corticosterona em girinos de Bufo cognatus, além do aumento na taxa de
metamorfose, revelando-se um agente estressor (Hartman et al. 2014);
McMahon et al. (2011), em experimento com fungicida a base de clorotalonil,
verificou respostas diferentes da corticosterona em medidas do hormonio no
corpo dos anfibios, com niveis mais altos e mais baixos. Por outro lado, em
aves Turdus merula, a corticosterona mostrou-se um limitador de estresse em
animais que vivem em regides urbanas em relacdo aos que vivem em florestas
(Martin et al. 2010). E ainda, em peixes expostos a derramamento de 0leo, que,
além de sofrerem dificuldades respiratérias e de locomocdo quando ficam
presos na camada de petréleo, apresentaram falhas hepaticas, destruicdo do
epitélio intestinal quando houve a ingestdo do Oleo. A exposicdo de ovos e
larvas de peixes no petréleo causa aumento da taxa de ma formacao,
crescimento lento e diminuicdo do desempenho natatorio, além de afetarem
nas fungbes enddcrinas normais de peixes expostos com alteracbes na
biossintese de hormdnios glicocorticoides (GC) (Berti et al. 2009), aumentando
0s niveis de corticoides no plasma e o tamanho do baco em Carassius auratus
(Lister et al. 2008).

A CORT (horménio corticosteroide) age no figado, no musculo e no
tecido adiposo para suprir 0 organismo com combustiveis para uma iminente
situacdo de atividade intensa. Este hormonio tem uma agdo relativamente
lenta, alterando o metabolismo, mudando os tipos e as quantidades de certas
enzimas que sdo sintetizadas nas suas células-alvo (Nelson e Cox 2014).
Como ha reducéo dos depdsitos de proteinas em praticamente todas as células
corporais, exceto no figado, onde os niveis de proteinas hepéticas séo
aumentados, pode haver a reducao do transporte de aminoacidos para 0s
tecidos extra-hepaticos. Os corticdides parecem exercer um efeito direto sobre
0 aumento da oxidacdo de acidos graxos nas células (Guyton e Hall 2006;
Moyes e Schulte 2010). Além disto, os niveis de corticosterona em larvas de
anfibios, assim como em outros animais, estdo associados com a intensidade

de atividade exploratéria, indice metabdlico basal, como também exercem um
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papel importante na modulacdo de resposta imune (Glennermeier e Denver
2002).

O figado desempenha inumeras fungbes, ndo obstante ele seja,
igualmente, um o6rgdo discreto com muitas de suas fung¢des se relacionando
reciprocamente, possuindo uma elevada taxa metabdlica, sintetizando e
processando multiplas substancias que serdo transportadas para outras areas
do corpo. Quase toda a sintese de lipidios a partir dos carboidratos e proteinas
ocorre no figado. Além disso, diversos hormonios secretados pelas glandulas
enddcrinas sdo quimicamente alterados ou excretados pelo figado, incluindo a
tiroxina, a corticosterona, entre outros. A lesdo hepatica pode levar ao excesso
de acumulo de um ou mais horménios, provocando uma hiperatividade dos
sistemas hormonais, e assim, alterando o desenvolvimento, padrdes de

crescimento e reprodutivos (Guyton e Hall 2006; Moyes e Schulte 2010).

1.5 Glicose

A glicose ocupa uma posicdo central no metabolismo de plantas,
animais e muitos microorganismos. E relativamente rica em energia potencial,
sendo assim, um bom combustivel para o organismo: a oxidacdo completa da
glicose a dioxido de carbono e agua ocorre com uma boa variacdo de energia
livre, de aproximadamente 2.840kJ/mol. Por meio do armazenamento da
glicose na forma de polimero de alta massa molecular, a célula pode estocar
grandes quantidades desta hexose. Quando a demanda de energia aumenta, a
glicose sera liberada destes polimeros de armazenamento intracelulares e
utilizada para produzir ATP, de maneira anaerébia ou aerdbia (Nelson e Cox
2014).

A glicose também € uma molécula precursora extremamente versatil,
capaz de suprir uma enorme variedade de intermediarios metabodlicos em
reagOes biossintéticas; a vista disso, sabe-se que o efeito metabdlico mais
amplamente conhecido dos glicocorticoides é sua capacidade de estimular a
gliconeogénese (a formacdo de carboidratos a partir de aminoacidos e de

algumas outras substancias, como acido latico) pelo figado, cuja atividade
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aumenta frequentemente de seis a dez vezes (Guyton e Hall 2006; Nelson e
Cox 2014) mais especificamente, horménios como a CORT possuem papéis
metabdlicos na regulacdo da glicose (Wright et al. 2003). Finalmente, embora
menos especifico que outros parametros, hematologicos, a glicose pode estar

envolvida na sensibilidade a certos poluentes (van der Oost et al. 2003).

1.6 Acido Urico

O acido urico € o produto de excrecdo nitrogenada do catabolismo de
aminoécidos e de purinas em diversos animais, sendo produto final em insetos,
aves e répteis principalmente, e produto intermediario em animais como 0s
anfibios (cujo produto final principal € a uréia). (Nelson e Cox 2014). O acido
arico é produzido, na sua fase final, pela conversdo de hipoxantina a xantina e
xantina a acido Urico, catalisado pela enzima xantina oxido-redutase (XOR). O
acido é ainda degradado até a alantoina pela acdo da enzima urato-oxidase
(Glantzounis et al. 2005).

Apés sua reciclagem, provas indiretas mostraram que o urato (acido
arico em pH neutro) pode exercer fun¢des in vivo como antioxidante, na qual foi
produzida alantoina em pacientes com doencas ligadas a estresse oxidativo
(Hermes-Lima 2004). Em aves, as propriedades antioxidantes do acido urico e
sua alta concentracao no plasma sugerem um possivel mecanismo de protecao
a danos oxidativos: em galinhas, o aumento da concentragdo deste acido no
plasma reduziu a atividade oxidativa dos leucécitos enquanto a queda na
concentracdo foi associada ao aumento na atividade oxidativa leucocitaria
(Tsahar et al. 2006).

Ademais, o acido urico também foi produzido em condi¢des de isquemia-
reperfusdo, durante a oxidacdo de hipoxantina e xantina pela enzima XOR.
Esta enzima existe em duas formas: xantina dehidrogenase (XDH) e xantina
oxidase (XO). Em condic¢@es fisiologicas, € encontrada na maioria com a forma
XDH, em niveis altos no figado. A XDH tem uma grande afinidade por
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo oxidado (NAD") como aceptor de elétrons

guando catalisa a oxidacéo de hipoxantina e xantina a urato. Em condic¢des de
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isquemia (estresse) o ATP é degradado em adenina e xantina, €, a0 mesmo
tempo, aumenta a conversdo de XDH a XO; consequentemente, XO usa
moléculas de oxigénio ao invés de NAD" durante a reperfusdo levando a
formacdo do radical Superédxido (O, ). Como visto na secdo 1.2 Defesas
antioxidantes, o anion superoxido pode formar peréxido de hidrogénio através
da atividade da SOD (Glantzounis et al. 2005), demonstrando a atividade

destas enzimas através do acido urico.

1.7 indice Hepatossomatico e Fatores de Condicdo

Fatores de Condicdo, como o indice K que quantifica uma relacéo entre
0 peso dos 6rgédos, ou do animal inteiro e o comprimento total do mesmo. Este
valor reflete o balanco energético dos animais, dentre estes podemos destacar
0 Kgera, 0 Khepatico € 0 Kintestinal que tém sido empregados em diversos estudos
especialmente em animais aquaticos, assim como seu investimento energético

em condi¢Bes adversas do meio ambiente, (Nunes et al. 2011)

Ja o Indice Hepatossomatico (IHS) corresponde a massa relativa do
figado em comparacdo a massa total do animal (Fang et al. 2009). O IHS
contribui com informacdes sobre o estado nutricional, jA que o figado é um
importante depdésito de armazenamento de energia (Sol et al. 2008). Alteracdes
no IHS podem refletir mudancas de fatores extrinsecos, como toxicidade da
agua, mudanca de alimentacdo e no ambiente (Yang et al. 1992; Sol et al.
2008; Fang et al. 2009).

1.8 Justificativa e Objetivo

Os anfibios estdo entre os animais que séo indiretamente expostos a
produtos quimicos, e esta exposicdo pode estar associada a grande perda de
diversidade biol6gica que tem sido observada ao longo dos ultimos anos
(Johansson et al. 2006), reforcada pelo alto indice de extingcdo destes animais —
cerca de um terco dos amphibia estdo ameacados de extingdo, sendo

possivelmente um dos fatores os elementos contaminantes (MacCallum 2007).
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Estudos desenvolvidos por Dornelles e Oliveira (2014) com formulacfes
comerciais de Glifosato, Atrazina e Quinclorac, em concentracdes encontradas
em ambiente natural, mostram que a exposi¢ao de girinos de ra touro conduziu
a uma drastica reducéo das reservas de carboidratos, lipidios e proteinas nos
tecidos branquial, muscular, renal e hepatico conduzindo também, a um
aumento da lipoperoxidacdo nestes tecidos; com o Quinclorac exercendo o
mais potente efeito sobre os animais; apesar de nenhum deles conduzir a uma

mortalidade significativa nas concentracdes estudadas.

Além deste, muitos trabalhos cientificos tem mostrado que varios
fatores, sejam antropogénicos ou néo, exercem pressdes ambientais afetando
drasticamente as comunidades de anfibios. Segundo alguns calculos, a
extincdo de varias espécies ameacadas parece eminente, sendo dificil de
explicar se esta aceleragdo sem precedentes provem de fenbmenos naturais
(MacCallum 2007). Ademais, destacam-se 0s quimicos exdgenos que chegam
ao meio ambiente, o que reveste de significancia o desenvolvimento da

presente pesquisa.

Respostas biologicas a estimulos ambientais também sdo descritas
como fatores responsaveis por alteracbes nos mecanismos moleculares,
mudancas histopatologicas (representando um indicativo de acdo cumulativa
de estressores exdgenos a um organismo especifico) e disfuncbes celulares
em animais expostos a poluentes. Em diversos organismos aquaticos,
alteracdes histopatoldgicas por exposicdo a niveis relativamente baixos de
poluicdo tém sido claramente demonstrados, seja em laboratério ou campo

(Bueno-Guimaraes et al. 2001).

Finalmente, a ra-touro (Lithobates catesbeianus) é um excelente modelo
biolégico apresentando grande plasticidade. E um ranideo de porte avantajado,
podendo atingir 20 centimetros de comprimento do focinho a regido sacra,
pesando cerca de 600 gramas aos dois anos de idade, embora possa atingir
pesos bem maiores com o decorrer da idade (Vieira 1993), além de
crescimento corpdreo no decorrer de quase todo periodo de vida, se reproduz

em taxas elevadas, apresentando uma temporada reprodutiva anual

27



prolongada. Tem habitos alimentares generalistas e alta flexibilidade adaptativa
(Cunha e Delariva 2009). Tais caracteristicas tenderiam a proteger uma
espécie como esta de alteracdes por xenobiontes - porém, ndo € o
demonstrado atualmente, pelos trabalhos citados como descrito anteriormente
— 0 que nos leva a refletir nas consequéncias para espécies nativas,

normalmente mais suscetiveis.

Levando-se em conta a necessidade de maiores informacdes sobre a
interacdo entre herbicidas em concentracfes proximas as encontradas em
ambientes naturais e animais vertebrados como o0s supracitados, 0 presente
trabalho teve como objetivo avaliar possiveis mudancas nos niveis de
corticosterona, glicose e acido urico no plasma assim como analisar, no figado
as defesas antioxidantes enziméticas (SOD, CAT, GST) e os niveis de LPO em
girinos de ra touro (Lithobates catesbeianus — Shaw 1802) expostos a baixas

concentracdes do herbicida Facet®, tendo como ingrediente ativo o Quinclorac.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Os girinos de Lithobates catesbeianus

Para o proposto da presente pesquisa, foram utilizados 79 girinos de ra
touro (Lithobates catesbeianus Shaw 1802) provenientes do ranario RanaSul,
localizado no municipio de Imbé, Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Todos
0S animais com quatro meses de vida, no estagio 25 (pro-metamorfico)
conforme tabela de Gosner (1960) e, quanto a escolha destes, priorizou-se um
comprimento semelhante, como recomendado por Landis e Yu (2004),
ausentes os membros anteriores e posteriores, consoante ao procedimento ja
padronizado por Dornelles e Oliveira (2014). A figura 3 mostra um dos 79

girinos, com tamanho real de aproximadamente 5,5cm.

Figura 3: girino de ra touro com aproximadamente 4 meses de vida (Foto: Mariana Coltro, cAmera Nikon
D5200 f/3,8)
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Os animais foram transportados em sacos plasticos aerados até o
Laboratério de Fisiologia Comparada na Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (PUCRS), onde houve a medicdo e pesagem individual. Apés,
os mesmos foram divididos aleatoriamente em seis grupos, a saber: Grupo
Controle 7 dias (C7), com n=12; grupo Controle 14 dias (C14), com n=12;
grupo Concentracdo 1 (X1), onde n=16; Concentracéo 2 (X2), Concentracdo 3
(X3) e, finalmente, Concentracdo 4 (X4), estes com n=13 em cada grupo,

totalizando 79 girinos.

A densidade de estocagem adequada a ser utilizada na criacdo de
girinos de ra-touro, mesmo em tanques convencionais, ainda ndo esta bem
definida; contudo, Adams e Bruinsma (1987) indicam uma densidade de 1 a 2
girinos/L, enquanto Albinati et al. (1998) sugerem o uso de 0,10 girinos/L para o
cultivo de ra touro, em condicbes préticas e, Hayashi et al. (2004) sugerem
uma densidade de até 2,5 girinos por litro de agua. Neste estudo utilizamos
uma densidade de 0,2 até 0,27 individuos por litro de agua do aquério ou um

animal para cerca de 2 a 3 litros de agua.

Uma vez que houve manipulacdo e eutanasia destes, a pesquisa foi
submetida ao Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da PUCRS e seu

uso permitido sob autorizacdo n°14/00384.

Os animais foram colocados em aquarios com volume de 60L de agua,
aerados constantemente, em fotoperiodo de 12/12h (claro/escuro) alimentados
ad libitum com racdo uma vez ao dia, correspondendo a cerca de 5% de sua
massa corporal e mantidos em pH de 7,4, em temperatura e fotoperiodo
naturais. Cabe ressaltar que os parametros de qualidade da agua dos aquarios
foram monitorados diariamente, durante todo o periodo experimental de 14
dias, onde os valores do pH mantiveram-se entre 7,2 e 7,4 e 0sS niveis de

amoOnia permaneceram estaveis, assim como a temperatura da agua.

O periodo de aclimatacdo totalizou 7 dias, e, no 8° o herbicida foi
adicionado nos aquérios, utilizando-se a formulacdo comercial de Facet® (500g

quinclorac/Kg) nas seguintes concentragdes de ingrediente ativo: X1=0,05;
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X2=0,10; X3=0,20 e X4=0,40pg/L. O Facet® foi pesado em balanca de precis&o
(0,001g) dissolvido em agua destilada para preparo de uma solucdo méae
concentrada (2,5g de i.a./L), da qual foram retiradas aliquotas que foram
adicionadas proporcionalmente a agua dos aquarios para obtencdo das
concentracfes especificadas acima. Tais concentracfes foram baseadas em
valores encontrados na agua em ambiente natural, como citados por
Lambropoulou et al. (2002), Silva et al. (2003); Marchezan et al. (2007), Silva et
al. (2009), Paulino et al. (2012), ,e principalmente, aquelas utilizadas por
Dornelles e Oliveira (2014).

Apbs o periodo de aclimatacdo de 7 dias, os animais do grupo C7 foram
atordoados em banho de 4gua gelada, coletadas amostras de sangue através
de puncdo cardiaca (figura 4), com seringa heparinizada, sendo entéo
eutanasiados por transeccdo medular total. Apés, foram pesados, medidos, o
figado extraido e congelado em nitrogénio liquido. Os mesmos procedimentos
foram utilizados nos animais dos grupos subsequentes apds os 14 dias de

permanéncia em laboratorio.

Figura 4: amostra de sangue sendo coletada através de pungéo cardiaca com seringa heparinizada (Foto:
Mariana Coltro, camera: Nikon D5200 f/4)

Apoés a excisdo do figado, este foi imediatamente congelado e pesado
para posterior dosagem da atividade das enzimas antioxidantes e dos niveis de

lipoperoxidacdo. As amostras de sangue foram centrifugadas a 4°C, por 10
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minutos, a 628g para a separacdo do plasma, sendo este congelado para

posterior quantificacdo dos niveis de corticosterona, glicose e acido Urico.

2.2 Andlises Biogquimicas

Todas as determinagBes experimentais foram feitas através de métodos
espectrofotométricos, em duplicata (duas leituras de cada amostra); sendo
utilizado para a corticosterona o aparelho EZ read 400 microplate reader
biochrom e, para os demais parametros o CARY 3E - UV - Visible

Spectrophotometer Varian.

Determinacdo dos Metabdlitos Plasméaticos: os resultados foram expressos
em mg/dL para a glicose e acido Urico e, para a corticosterona este foram

expressos em ng/mL de plasma.

Glicose: Os niveis de glicose foram quantificados através do método da
glicose oxidase com emprego do kit da Labtest, onde a glicose oxidase catalisa
a reacao da glicose formando peroxido de hidrogénio que reage com o 4-
aminoantipirina a fenol, sob acdo de uma peroxidase, através de uma reagao
oxidativa de acoplamento formando uma antipiriiquinona vermelha. A
intensidade de coloracédo formada € proporcional a concentracao de glicose na

amostra, sendo determinada em 500nm de absorbéancia.

Acido Urico: os niveis de éacido Grico foram medidos pela oxidac&o
deste através da uricase a alantoina e perdxido de hidrogénio com emprego do
kit da Labtest-Liquiform. O perdxido de hidrogénio, na presenca de peroxidase,
reage com o DHBS e a 4-aminoantipirina formando o cromogénio
antipirilquinonimina. A intensidade da cor vermelha formada é diretamente
proporcional a quantidade de &cido Urico na amostra, sendo determinada em

525nm de absorbancia.

Corticosterona (CORT): os niveis de CORT foram quantificados

através do método de enzimaimunoensaio (ELISA) com emprego do kit da
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Enzo Life Science (ADI-900-097) com limite de deteccdo de 27pg/mL e
extensdo de ensaio de 160-100.000 pg/mL, sendo detectados em 405nm de
absorbancia, tal kit pode ser utilizado para a quantificacdo de corticosterona no
plasma de diferentes espécies de vertebrados, desde peixes até mamiferos
conforme material do fabricante publicado em
http://www.enzolifesciences.com/ADI-900-097/corticosterone-elisa-kit.

Os resultados foram expressos em ng/mL de plasma, obtidos a partir do
calculo do percentual de ligacdo, com a subsequente logaritmizacdo destes
resultados a partir de uma curva padrdo obtida com concentracdes conhecidas
do hormonio (Figura 5); apresentando uma variagcdo intraensaio de 2,23%,
sendo esta calculada a partir das réplicas obtidas com os padrées.
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Figura 5: Curva Padrdo obtida com concentragdo crescente de corticosterona
Determinagao do Balango Oxidativo

Preparacdo do homogeneizado: para cada grama de tecido foi acrescentado
tampao fostato (20mM), acrescido de cloreto de potassio (1,15%) e fluoreto de
fenil metil sulfonila (PMSF), em concentragcdo final de 1mM (inibidor de
proteases); assim para cada grama de tecido utilizou-se 6ml desta solucdo
tampéo. O tecido foi homogeneizado em Ultra-Turrax (IKA-WERK), em banho

de gelo (0-4°C) até homogeneizacao total do 6rgdo. Este homogeneizado foi
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centrifugado em centrifuga refrigerada (4°C), por 10 minutos, a 628g. O
precipitado foi desprezado, o sobrenadante retirado, aliquotado em 4 sub-
amostras e congelado em freezer a -20°C para as dosagens posteriores
(Llesuy et al. 1985).

Dosagem das proteinas totais

A concentracao de proteinas totais no homogeneizado de cada figado foi
determinada com o uso do kit da labtest e como padréo, utilizou-se uma
solugéo de albumina bovina 1 mg/mL (sendo empregado volumes de 50, 100 e

150uL). Apds, realizou-se a medida em espectrofotbmetro a 545 nm.
Medida de Lipoperoxidacao

A Lipoperoxidacdo (LPO) foi determinada por meio do método das
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). Esta técnica é bastante
utilizada para medir o dano dos lipidios de membrana, porque o acido
tiobarbitdrico reage com os produtos da LPO, entre eles o malondialdeido
(MDA) e outros aldeidos. A técnica consiste em aquecer o material biolégico a
ser testada na presenca de &cido tiobarbitdrico, que produz um meio &cido,
para medir espectrofotometricamente a formagdo de um composto corado
(base de Schiff). Foram colocados em tubos de ensaio, nesta ordem de adicao,
0,5 mL de &cido tiobarbitarico (TBA) 0,67%, 0,25 mL de agua destilada, 0,75
mL de acido tricloroacético (TCA) 10% e 0,25 mL do homogeneizado. O TBA
reage com produtos da lipoperoxidacdo formando uma base de Schiff, e o TCA
tem a funcdo de desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar o meio
de reacdo. A seguir, agitam-se o0s tubos, os quais foram aquecidos a
temperatura de 100° C durante 15 minutos. Apds, os mesmos foram resfriados
em banho de gelo, e acrescentou-se 1,5 mL de alcool n-butilico, para extrair o
pigmento formado. Os tubos foram colocados em agitador (Biomatic) por 45
segundos e centrifugados, por dez minutos a 628g. Por ultimo, retirou-se o
produto corado e foi realizada a leitura em espectrofotdbmetro  com
comprimento de onda de 535nm. A concentracdo de TBA-RS sera expressa
em nmoles/mg de proteina. (Ohkawa et al. 1979).

Enzimas Antioxidantes
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1. Superoxido Dismutase (SOD)

Esta enzima catalisa a reacdo de dois anions superoxido, com a
consequente formacédo de peroxido de hidrogénio, que é menos reativo e pode
ser degradado por outras enzimas, como a catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx). A velocidade da reacdo catalisada pela SOD é 10* vezes
maior do que a velocidade da dismutacdo espontanea em pH fisioldgico
(Boveris et al. 1983; Southorn e Powis 1988).

A técnica utilizada neste estudo esta baseada na inibicdo da reacéo do
radical superéxido com a adrenalina. A SOD presente na amostra em estudo
compete pelo radical superéxido com o sistema de deteccdo. Dado que néo se
pode determinar a concentracdo da enzima nem sua atividade em termos de
substrato consumido por unidade de tempo, utiliza-se a quantificagdo em
unidades relativas. Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de
enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidacao do detector (adrenalina). A
oxidacdo da adrenalina leva a formacdo de um produto colorido, o
adrenocromo, detectado espectrofotometricamente. A atividade da SOD é
determinada medindo a velocidade de formacédo do adrenocromo, observada a
480nm, em meio de reacdo contendo glicina-NaOH (50mM, pH 10) e
adrenalina (ImM) (Boveris et al. 1983).

2. Catalase (CAT)

A enzima CAT é altamente especifica e possui atividade apenas para
peréxido de hidrogénio, hidroperdxidos de metila e etila (Webster e Nunn,
1988). A atividade da catalase € diretamente proporcional a taxa de
decomposicdo do perdxido de hidrogénio, e obedece a uma cinética de pseudo
primeira ordem. Sendo assim, a atividade da enzima catalase pode ser medida
através da avaliagdo do consumo do peréxido de hidrogénio (Morgan-Martins
2003). Na realizacado deste experimento utilizou-se 0s seguintes reagentes:
solucdo tampéao de fosfato de sédio a 50mM e pH 7,4, e perdxido de hidrogénio
0,3M. Em cubeta de quartzo, serdo adicionados 955uL do tampéo fosfato e 10
pL de amostra do tecido, essa cubeta foi colocada em espectrofotobmetro e

descontada contra um branco de tampao fosfato. Apds, adicionou-se 35uL do
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peréxido de hidrogénio para o tecido e feito o monitoramento da diminuicdo da
absorbancia no comprimento de onda selecionado. Os resultados estédo
expressos em nmoles por mg de proteina (umoles de H,0;), no comprimento
de onda de 240 nm. (Boveris e Chance 1973).

3. Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da glutationa S-transferase foi medida de acordo com
método descrito (Boyland e Chasseaud 1969), o qual consiste na medida da
conjugacgao do 1-cloro 2,4 dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida
(GSH) a atividade é medida com o aumento nos valores da absorbancia lida a
340 nm e os resultados expressos em nmoles de conjugado CNDB. min™.mg

proteinas .

Determinacao de Parametros de Condi¢cdo dos Animais
Fatores de Condicéao

Todos os animais foram medidos e pesados no momento de sua
chegada ao laboratério para estabelecermos a quantidade de racdo a ser
utilizada, apés foram distribuidos aleatoriamente em seis aquarios (C7, C14,
X1, X2, X3 e X4). Ao final da aclimatacdo e do periodo experimental, ap6s a
eutanasia todos os animais foram pesados e medidos por grupo experimental.
Visto que ap6s a determinacdo da massa e do comprimento corporal os
animais foram distribuidos aleatoriamente nos aquarios ndo podemos
estabelecer um incremento em cada grupo experimental; considerando este

aspecto optamos por calcularmos um fator de condic¢édo corporal (K).

Os fatores de condicdo traduzem a relacdo entre o massa total do
animal e seu comprimento (K) e a massa do 6rgado, no caso, o figado, em
relacdo também ao comprimento do animal (Khepatico), refletindo o balango
energético dos animais como descrito anteriormente por Nunes et al (2011;

2015) e expressos através das seguintes formulas:
Ktotal = ( Ptotal / Stota® ) X 1000

Khepético = (Pfigado | Stota® ) X 1000
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Onde vejamos P como a massa do animal (seja ele total ou do 6rgdo em

questao), Siotal COMO 0 comprimento total do animal.
indice Hepatossomatico:

O indice hepatossomatico (IH), ou seja, o percentual da massa do figado
foi obtido em relacdo ao massa total do individuo, conforme método descrito
por Grant e Tyler (1983) e Vazzoler (1996) através da seguinte equacao

matematica:
IH(%)= (PH / PA) x 100

Na equacao acima se entende por PH = massa do figado e PA = massa
do animal; os valores s&o multiplicados por 100 a fim de obter-se a

porcentagem na relacéo.

2.3 Anélise Estatistica

Os resultados para todos os grupos foram obtidos pelo teste de
normalidade por Kolmogorov-Srmirnov tendo todos os grupos, com excegao da
SOD, apresentado uma distribuicdo ndo paramétrica e por isto, foi realizado o
teste de comparacdo multipla de Kruska-Wallis, seguido pelo teste para
amostras com n desigual de Dunn para detectar as diferengas entre 0s grupos

experimentais.

Para andlise da massa total, do comprimento corporal e do indice
hepatossomatico foram utilizados analise de variancia (ANOVA) e se
constatada diferenca entre as médias, foi aplicado o teste das minimas
diferencas (LSD) para identificar quais as médias diferiam entre si

significativamente.

Foi adotado o nivel de significancia de 5%, e as analises estatisticas

foram realizadas com o programa BioEstatistic, verséo 5.0.

Para todos os parametros analisados, com excecdo do acido urico e
massa corporal, ndo existiu diferenca entre o periodo de aclimatacdo (C7) e o

controle tempo de cultivo total (C14), portanto todos 0s grupos experimentais
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foram comparados com o C14 em funcdo do tempo de vida semelhante entre

0S animais.
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3. RESULTADOS

Para a maioria dos parametros analisados, n&o existiu diferenca entre o
periodo de aclimatacdo, grupo controle 7 dias (C7) e o periodo de cultivo,
grupo controle 14 dias (C14), nem mesmo em funcdo do tempo de vida
diferente destes animais, um mantido por sete dias no laboratorio e o outro por
14 dias, ambos nas mesmas condi¢cdes de cultivo (tabela 1). Apenas para os
niveis de acido Urico encontramos uma variacao significativa, onde observamos
um aumento de 94,05% de seus niveis totais no grupo C14 (1,568mg/dL) em

relacéo ao grupo C7 (0,808mg/dL).

Tabela 1: Resultados obtidos para os diferentes parametros analisados no plasma e no tecido hepéatico
de animais do Grupo Controle 7 dias (C7) e Controle 14 dias (C14). As letras diferentes representam
diferencas significativas entre os grupos C7 e C14, para um p<0,05.

Parametro Controle 7 dias Controle 14 dias

Plasma:

Corticosterona 4,13+0,302ng/mL 4,11+0,163ng/mL

Glicose 10,74+3,583mg/dL 10,97+4,906mg/dL

Acido Urico 0,808+0,244°mg/dL 1,568+0,64°mg/dL

Figado:

Lipoperoxidagéo (LPO) 15,406+2,039 pmoles/mg de proteina 11,017+2,337 pmoles/mg de
proteina

Superéxido Dismutase 20,802+6,272 U/mg de proteina 24,096+6,955 U/mg de proteina

(SOD)

Catalase (CAT) 110,038+13,976 pmoles/mg 105,783+£26,413 pmoles/mg

proteina.min proteina.min.

Glutationa S-Transferase 0,242+0,049 mmoles/mg proteina.min. 0,167+0,034 mmoles/mg
proteina. min.

Proteinas totais 9,870+0,907 mg/g de tecido 10,776+2,313 mg /g de tecido

indice K 0,00943+0,00025g/mm 0,00951+0,00032g/mm

Fator Knepatico 0,000788+0,000083g/mm 0,000664+0,000084g/mm

indice Hepatossomatico 8,305%0,833 7,098%+0,9551

Ao compararmos os valores da massa corporal obtidos para os animais
que chegaram ao laboratério (inicial) e o controle sete dias (C7) néo
observamos diferenca significativa; contudo, ao comparamos tal valor com o
observado para os girinos apos 14 dias (C14) de cultivo sem exposicao ao
herbicida verificamos um incremento da massa corporal. Os animais expostos
as concentracdes de 0,05; 0,10 e 0,40ug/L mostrando uma diminuicdo (p<0,05)
da massa corporal em relacdo ao controle quatorze dias (C14) e ao X3 (0,20

ug/L) (Tabela 2).
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Com relacdo ao comprimento corporal total observamos para os animais
que chegaram ao laboratorio (inicial) e o controle sete dias (C7) e quatorze dias
(C14) uma diferenca significativa, com um incremento de 10 e 12%
respectivamente; contudo, ndo houve diferenca entre os grupos C7 e C14. Ja
para 0s animais expostos quando comparados ao controle quatorze dias
verificamos apenas que a concentracdo mais elevada do pesticida (0,40ug/L)
determinou uma auséncia de crescimento em comprimento dos animais,

mostrando uma diminuicdo de cerca de 9% (Tabela 2).

Tabela 2: Resultados obtidos para a massa corporal e comprimento dos animais na chegada ao
laboratério (inicial), apds sete dias de aclimatacdo (C7), quatorze dias de permanéncia no laboratério
(C14) e expostos a diferentes concentragfes do herbicida (X1=0,05ug/L; X2=0,10ug/L; X3=0,20ug/L e
X4= 0,40ug/L). O asterisco (*) representa diferenca significativa entre os valores iniciais e as letras
diferentes representam diferencgas significativas entre os grupos experimentais

Grupos Massa Final Comprimento
(gramas) (mm)

Inicial 2,920+0,328 62,60+1,25
C7 3,186+0,333 68,83+2,35

Cl4 3,457+0,351* 70,632,252
X1 2,581+0,231° 66,65+2,28%
X2 2,658+0,242° 67,32+2,65%
X3 3,413+0,363° 70,11+2,65%
X4 2,514+0,186"° 64,36+2,24°

Salientamos também que ndo houve mortalidade em nenhum grupo,
nem nos expostos a diferentes concentracdes do herbicida Quinclorac o que
denota a boa qualidade do cultivo e do uso de concentracdes sub letais de

herbicida.

3.1 Determinacdes no Plasma:

Acido Urico: verificou-se diferenca significativa entre os grupos controle 7 dias
e o controle 14 dias (tabela 1). Para os grupos expostos ao herbicida, verificou-
se uma diminuicdo gradual dos niveis deste elemento atingindo uma reducéo
significativa de 50,82% na concentragdo X4 (0,04ug/L) quando comparada ao

grupo C14, com valores de 0,771mg/dL e 1,568mg/dL, respectivamente; sendo
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este também, diferente em relacdo as concentracdes X1(0,05ug/L) e
X2(0,10ug/L) (p<0,05), conforme a figura 6.

Concentracdes
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Figura 6: Niveis de &cido urico no plasma de girinos mantidos em laboratério por 14 dias (C14) e expostos
por 7 dias a diferentes concentracdes de Facet® principio ativo quinclorac. Os resultados s&0 expressos
como a médiaxerro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos experimentais para um
p<0,05

Glicose: a glicose apresentou uma diminuicdo significativa nos seus niveis no
grupo X1 (0,05ug/L) somente em relacdo ao grupo X3 (0,20ug/L), mostrando
neste caso uma diminuicdo de 74,63%. Em termos de valores, a concentracéo
de glicose plasmética foi de 3,288mg/dL no grupo X1 e de 12,931 mg/dL no
grupo X3 (figura 7).
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Figura 7: Niveis de glicose no plasma de glrlnos mantidos em laboratério por 14 dias (C14) e expostos por
7 dias a diferentes concentragfes de Facet®, principio ativo quinclorac. Os resultados sdo expressos
como a médiaterro padrdo. Letras diferentes |ndicam diferenga entre 0s grupos experimentais para um
p<0,05

Corticosterona (CORT): quanto aos niveis de corticosterona plasmaticos
verificamos uma diferenca significativa entre os grupos X2 (concentracao de
0,1ug/L do herbicida) em relagdo ao grupo X4 (concentragéao de 0,4ug/L), onde
observamos uma reducéo de 25,49% dos niveis deste horménio, com valores
de X2=4,381ng/mL e X4=3,264ng/mL, respectivamente, nestes grupos, como

mostra a figura 8.
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Figura 8: Niveis de corticosterona no plasma de girinos mantidos em laboratorio por 14 dias (C14) e
expostos por 7 dias a diferentes concentracdes de Facet®, principio ativo quinclorac. Os resultados s&o
expressos como a médiaterro padrdo. Letras diferentes indicam diferenga entre os grupos experimentais
para um p<0,05

3.2 Determinac¢des no Figado

Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS): no presente
experimento, houve diferenca significativa entre os niveis de TBARS do grupo
exposto a concentracdo X2 do herbicida (0,1pg/L), os quais atingiram a média
de 26,9umoles de TBARS/mg de proteinas em relacdo ao grupo controle (C14)
onde observamos um valor médio de 11,01umoles/mg de proteinas (figura 9),
evidenciando um aumento da LPO de 144,32%.
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Figura 9: Niveis de lipoperoxidacdo hepética de girinos mantldos em laboratério por 14 dias (C14) e
expostos por 7 dias a diferentes concentragfes de Facet®, principio ativo quinclorac. Os resultados sdo
expressos como a médiazerro padrdo. Letras diferentes |nd|cam diferenca entre os grupos experimentais
para um p<0,05

Superoxido Dismutase (SOD): néo existe diferenca entre 0os grupos expostos
e o controle C14 (p>0,05); contudo, existe diferenca significativa entre os niveis
de atividade da SOD dos girinos expostos a concentracdo de 0,05 pg/L (X1) e
0S animais expostos a concentracdo X2 (0,1 pg/L), com um incremento de
cerca de 59,15%; como também entre a maior concentracdo X4(0,4 ug/L) do
herbicida, com uma reducéo de 55,99% em relacdo a X2. Verificamos também,
uma diferenca entre a concentragcdo mais elevada (X4) e a X3 (0,2 pg/L) de

quinclorac, com uma reducao de 51% (figura 10).
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Figura 10: Niveis da atividade da Superdxido Dismutase (SOD) hepatica de girinos mantidos em
laboratério por 14 dias (C14) e expostos por 7 dias a diferentes concentracdes de Facet®, principio ativo
quinclorac. Os resultados séo expressos como a médiaterro padrédo. Letras diferentes indicam diferenca
entre 0s grupos experimentais para um p<0,05

Catalase (CAT): nao existe diferenca da atividade da CAT quando
comparamos 0S grupos expostos e o controle 14 dias; contudo, a concentracao
mais elevada do pesticida determina uma diminuicao significativa da atividade
enzimatica em relacdo a concentracao de 0,1ug/L do pesticida (X2 difere de
X4). O valor obtido no grupo X4 de 47,08 pmoles/mg de proteinas.minuto
evidenciando uma reducdo de 68,96% em relacdo ao valor do grupo X2, de

151,70 pmoles/mg de proteina.minuto (figura 11).
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Figura 11: Niveis da atividade da Catalase (CAT) hepética de girinos mantldos em laboratorio por 14 dias
(C14) e expostos por 7 dias a diferentes concentracdes de Facet®, principio ativo quinclorac. Os
resultados sdo expressos como a médiaterro padrdo. Letras diferentes |nd|cam diferenca entre os grupos
experimentais para um p<0,05

Glutationa S-Transferase (GST): No grupo denominado X2, cuja
concentracéo do herbicida foi de 0,1ug/L, a atividade da enzima difere de todos
0S outros grupos experimentais, exceto de X1 (0,05ug/L) apresentando um
aumento significativo da GST (X2=0,447mmoles/mg de proteinas.minuto) em
relacdo ao grupo controle (C14=0,167mmoles/mg de proteinas.minuto),
apresentando um incremento de 167,66%; ja com relacdo as concentracdes
mais elevadas de quinclorac observamos uma diminuigdo de até 79,23% no

caso da concentracdo X4 (figura 12).
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Figura 12: Niveis da atividade da Glutationa S-Transferase (GST) hepética de girinos mantidos em
laboratério por 14 dias (C14) e expostos por 7 dias a diferentes concentracdes de Facet®, principio ativo
quinclorac. Os resultados séo expressos como a médiaterro padrédo. Letras diferentes indicam diferenca
entre 0s grupos experimentais para um p<0,05.

Proteinas totais: nos valores obtidos ndo existe diferenca entre a
concentracdo das proteinas do tecido hepético entre 0s grupos expostos e o
grupo controle (C14), porém, a concentracdo X2 (0,1ug/L) do herbicida
determina uma diminui¢do significativa, de cerca de 48,41%, da concentracao

de proteinas em relacdo a concentracdo mais elevada do xenobionte

(concentracédo X4=0,4ug/L), conforme figura 13.
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Figura 13: Niveis de proteinas totais no figado de girinos mantidos em laboratério por 14 dias (C14) e
expostos por 7 dias a diferentes concentracdes de Facet®, principio ativo quinclorac. Os resultados sdo
expressos como a médiaterro padrdo. Letras diferentes indicam diferenga entre os grupos experimentais
para um p<0,05.

indice K total e hepético: O indice K total mostrou uma diferenca significativa
entre 0 grupo controle e os animais expostos a 0,1 pg/l de quinclorac,
apresentando uma reducdo neste valor; ja quando comparamos 0S Qgrupos
expostos entre si ndo verificamos diferencas significativas, como mostra a
figura 14. O indice Knepaico MoOStra uma elevacdo significativa do grupo X3
(0,2upg/L) em comparacédo aos demais grupos, com um valor de 0,0091g/mm, o
que significa um aumento de 1.270% em relagéo ao grupo controle e 1.187%
ao grupo X1 (figura 15).
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Figura 14: Niveis do indice K total de girinos mantidos em laboratério por 14 dias (C14) e expostos por 7
dias a diferentes concentracdes de Facet®, principio ativo quinclorac. Os resultados sdo expressos como
a médiaterro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca entre 0s grupos experimentais para um p<0,05
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Figura 15: Niveis do Indice K do figado de girinos mantidos em laboratério por 14 dias (C14) e expostos
por 7 dias a diferentes concentracdes de Facet®, principio ativo quinclorac. Os resultados sdo expressos
como a médiaterro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos experimentais para um
p<0,05
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indice Hepatossomatico: o indice hepatossomatico nido apresentou
diferencas significativas quando comparamos o0s diferentes grupos
experimentais estudados, conforme a figura 16.
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Figura 16: Niveis do indice Hepatossomatico de girinos mantidos em laboratério por 14 dias (C14) e
expostos por 7 dias a diferentes concentracdes de Facet®, principio ativo quinclorac. Os resultados sdo

expressos como a médiaterro padrdo. Letras diferentes indicam diferenga entre os grupos experimentais
para um p<0,05.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, ndo houve mortalidade dos animais em nenhum
dos grupos analisados visto que estes foram expostos a concentracdes
extremamente baixas deste herbicida, tendo estas sido comprovadas como
sub-letais por Dornelles e Oliveira (2014). Tal padréo de resposta pode estar
relacionado com peculiaridades proprias da espécie utilizada, onde podemos
destacar uma alta capacidade adaptativa e plasticidade fisiologica (Vieira
1993).

Apesar de nao ter havido mortalidade entre os animais dos diferentes
grupos experimentais, os niveis de lipoperoxidacdo (LPO) apresentaram um
incremento até a concentracdo de O0,1pg/L de quinclorac, ou seja, a
concentracdo chamada X2, sendo que nas concentracdes subsequentes, isto €
0,2ug/L (X3) e 0,4ug/L (X4) os niveis de LPO apresentaram um decaimento.
Este perfil de resposta da lipoperoxidacédo (TBARS) difere daquele encontrado
por Dornelles e Oliveira (2014) que mostra um incremento dose-dependente
dos niveis de TBARS no figado de girinos de ré-touro quando expostas as
mesmas concentracdes deste herbicida; contudo, os autores aclimataram os
animais em condicfes diferentes de fotoperiodo (12h de luz: 12h de escuridao)
e temperatura de 22+2°C, além deste cultivo ter ocorrido nos meses de
inverno. Em nosso trabalho os animais foram mantidos em fotoperiodo natural,
com temperatura natural entre 10 e 25°C e o fotoperiodo natural de cerca de
10,5h de luz.

Rodrigues (2014) trabalhando com mdasculo de rd@ touro expostas as
mesmas concentracdes de Quinclorac e mantidas sob as mesmas condi¢gbes
experimentais, isto € com fotoperiodo e temperatura naturais nos meses do
outono, verificou que os niveis de lipoperoxidacdo neste tecido (musculo)
apresentaram um padrdo geral de diminuicdo em relacdo aos Controles 7 e 14
dias. Adicionalmente, tais resultados estdo de acordo com os resultados
encontrados por Menezes et al. (2007), que também verificaram diminuicdo dos

niveis de TBARS em cérebro, figado e mduasculo de piavas (Leporinus
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obtusidens) expostas aos herbicidas quinclorac e metsulfuron-methyl, utilizados
em lavouras de arroz irrigado.

Pesticidas podem induzir a producédo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) alterando os mecanismos de defesa antioxidante, incluindo a
capacidade de detoxificacdo além da perda de atividade enzimatica, levando
ao incremento do estresse oxidativo com a ocorréncia, entre outros efeitos, de
lipoperoxidagdo, como resultado da interacdo entre as EROs e as membranas
celulares (Yin et al. 2014). Nesta situacdo ha uma quebra no equilibrio entre a
producdo destes radicais livres e os mecanismos de defesa antioxidante do
organismo (Abdollahi et al. 2004). A exposicédo de animais como os anfibios, a
estes herbicidas, pode levar a esta quebra no balanco, resultando em danos
maiores, como a mortalidade, ou menores, como alteracdes de funcbes e
orgaos (Johansson et al. 2006); fato ndo verificado neste estudo, pois ndo
ocorre mortalidade, o que condiz com a diminuicdo da lipoperoxidagdo nas
concentracbes mais elevadas de exposicdo (0,2 e 0,4ug/L de agua do aquario).

O mais alto nivel de LPO foi observado na concentracdo X2, tendo
atingido 114% de aumento em relacdo ao controle, esta concentracéo (0,1ug/L)
induziu uma modulacdo do sistema antioxidante onde observamos uma clara
tendéncia de aumento (p>0,05) da atividade da superdxido dismutase (SOD) e
da catalase (CAT), aliado a um incremento (p<0,05) da atividade da glutationa
S-transferase (GST). Contudo, tais alteracBes parecem ser insuficientes para
manterem o0s niveis de LPO estaveis nesta concentracdo do herbicida
(0,1pg/L).

Sabe-se que a GST utiliza a glutationa (GSH) para detoxificacao,
metabolismo, de alguns pesticidas, assim 0 aumento da atividade da GST é
mais utilizado em mecanismos adaptativos para conter situacdes de estresse
oxidativo (Banerjee et al. 1999). Durante o processo de detoxificacdo de
xenobidticos a GSH associa-se com o0s agentes pré-oxidantes, a fim de facilitar
sua retirada do organismo, ocorrendo, assim, uma redugédo da GSH disponivel
para utilizacdo como substrato de acdo da GST neste processo (Oru¢ e Usta
2007), o que pode explicar a diminuicdo da atividade desta enzima observada
neste estudo nas concentragdes mais elevadas (0,2 e 0,4 pg/L) do herbicida.
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A atividade antioxidante pode ser aumentada ou diminuida sob estresse
quimico, dependendo da intensidade, da duracdo da exposi¢do, do tecido
analisado, assim como da suscetibilidade das espécies expostas (Oru¢ e Usta
2007), sendo este talvez, o que esta ocorrendo no caso da lipoperoxidacao e
da atividade das enzimas estudadas (SOD, CAT e principalmente GST) em
que, em dado momento, mesmo com as concentracbes mais altas, este
conjunto de enzimas diminui sua atividade.

A superoxido dismutase em conjunto com a catalase constitui a primeira
linha de defesa contra a toxicidade dos derivados reativos do oxigénio. A SOD
catalisa a dismutacdo do anion superéxido em agua e peréxido de hidrogénio,
o qual é detoxificado pela atividade da CAT. Normalmente, uma resposta de
inducdo simultanea na atividade da CAT e da SOD é observada quando ha
exposicdo a poluentes (Pandey et al. 2003), bem como o ocorrido no
experimento, em que a atividade da SOD, semelhante ao ja observado na
atividade GST, mostrou um aumento na concentragdo X2 (0,1pg/L), em
sincronia com a atividade da CAT, que também mostrou um aumento na
mesma concentracao, e, nas concentracdes subsequentes, um decaimento da
atividade mesmo com concentra¢cdes mais altas do Quinclorac. Resultados
semelhantes foram observados em experimentos com baixas concentragcdes de
chumbo e zinco por Dimitrova et al (1994) e em experimentos com girinos de
Bufo bufo gargarizans com spirotetramat, sendo que as concentracbes mais
altas levaram a um decréscimo da atividade da SOD (Yin et al. 2014).

Verificamos, no caso da SOD, uma relacdo inversa entre a concentragao
do pesticida e a resposta do sistema enzimatico, assim como ocorreu com a
CAT e a GST, onde as maiores concentracbes de exposicdo levam a uma
diminuicdo da atividade enzimética. Em termos percentuais, na relacao entre a
concentracdo X2(0,1ug/L) e X1(0,05ug/L), observamos um acréscimo de
59,15% da concentragdo X2 em relacdo a X1, enquanto que a concentracao
X4(0,4ug/L) teve sua atividade diminuida em 51% em relacdo a concentragcéo
X3(0,2ug/L) e 55,9% em relagdo ao grupo X2. Porém, estes resultados ndo
determinaram um aumento na lipoperoxidacdo e nem causam mortalidade aos
animais 0 que sugere uma atividade constitutiva alta destas enzimas e/ou a

presenca de um sistema antioxidante bastante desenvolvido.
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Rodrigues (2014) estudando o tecido muscular destes mesmos animais
verificou um perfil de resposta muito semelhante ao aqui encontrado para o
tecido hepatico em termos de atividade destas mesmas enzimas antioxidantes.
Contudo, ao comparamos 0s niveis de atividade da superoxido dismutase e da
catalase entre os dois tecidos verificamos valores de 4 a 8 vezes mais
elevadas no tecido hepatico, sugerindo uma atividade constitutiva elevada o
que pode relacionar-se a resposta por nos observada. Reforcando esta
hipétese foi observada, no presente estudo, uma diminuicdo dos niveis de
TBARS no tecido hepatico dos girinos de ré-touro nas concentracbes mais
elevadas.

Estudo desenvolvido por Jones et al. (2010) no tecido hepatico e
muscular de girinos de ra-touro expostos a diferentes concentracdes de
paraquat também, verificaram um incremento de todo o sistema antioxidante
enzimatico, com aumento da atividade da glutationa redutase, das peroxidases
e da superoxido dismutase, aliado a uma manutencdo da catalase. Estes
autores sugerem que 0s aumentos nas atividades destas enzimas, nestes
tecidos, podem ser causados pelo aumento da transcricdo dos genes
responsaveis pela codificacdo de proteinas especificas; como também, por
uma alta capacidade antioxidante enzimética constitutiva o que impediria o
dano oxidativo. Em outro estudo Jones et al. (2010) verificaram um efeito de
down-regulation de alguns genes de antioxidantes, onde baixas concentracdes
de Cd aumentam a expressao da SOD; os autores também, verificaram um
efeito de up-regulation de metalotioneinas, sugerindo a participacdo de
proteinas de baixo peso molecular e ricas em cisteinas.

O conjunto de resultados aqui encontrados para estas enzimas sugerem
a participacdo de outras enzimas antioxidantes ndo analisadas neste estudo,
como também o uso do sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico. Sabe-
se que a enzima glutationa peroxidase (GPx) atua em conjunto com a CAT,
sendo que essas duas enzimas atuam de forma complementar na detoxificacéo
de peroéxidos, tanto organicos como inorganicos (Barata et al. 2005), varios
autores demonstraram a importancia desta enzima (GPx) em girinos de ra
touro e peixes (Guo et al. 2010; Jones et al. 2010; Modesto et al. 2010; Zhu et

al. 2015) exposta a contaminantes.
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O acido urico é o produto da excrecdo do catabolismo de aminoacidos e
das purinas em diversos animais (insetos, répteis e aves), sendo produto
intermediario em animais como os anfibios (Nelson e Cox 2014). Neste estudo,
verificou-se diferenca significativa entre os grupos Controle 7 dias (C7) e
Controle 14 dias (C14), possivelmente devido ao aumento da taxa metabdlica,
em virtude do ganho de peso e comprimento dos animais, assim como a
demanda do organismo por alimentos, liberando uma taxa maior de acido arico
pela digestdo proteica (Moyes e Schulte 2010), evidenciando um incremento
significativo deste. Também nos grupos expostos, verificamos diferenca
significativa entre o grupo X4(0,4ug/L) e o grupo C14, e também do grupo X4 e
0S grupos X1(0,05ug/L) e X2(0,1ug/L), que foi sempre menor em relacdo aos
outros, mostrando uma queda na sua concentracdo plasmatica. Trabalhos
anteriores sugerem que o acido urico (AU) e a glutationa (GSH) séo inibidores
especificos de radicais gerados pela decomposi¢cdo de peroxinitrito (ONOO), o
produto da interagdo entre 6xido nitrico (NO) com o anion superdxido. Assim, o
acido urico mostrou-se capaz na protecdo contra danos oxidativos e um
antioxidante natural, agindo como um doador de elétrons na relacao
proteina/H,O, (Regoli e Winston 1999; Squadrito et al. 2000; Glantzounis et al.
2005; Zanette et al. 2015), o que pode ajudar a explicar o perfil de resposta
(diminuicdo) dos niveis de LPO observado no tecido hepatico, nas
concentracfes mais elevadas de herbicida, neste estudo. Notamos, de mais a
mais, que tanto os niveis da atividade da SOD quanto da GST apresentam um
aumento no grupo X2 seguido de um decréscimo nas suas atividades nos
grupos X3 e X4, os quais necessitariam de estudos futuros para que possamos
chegar a uma conclusédo sobre a existéncia de uma relacédo entre a queda de
acido Urico e o aumento seguido de diminuicdo da atividade das enzimas
citadas. Mesmo que ja saibamos que ha uma capacidade limitada de
scavenging no meio celular contra a potencial toxicidade destas espécies
reativas (Regoli e Winston 1999), o que, entre outros fatores, poderia levar ao
decréscimo observado.

Chung e Yu (2000) trouxeram resultados em seu trabalho em que o
aumento de &cido urico mostrou um efeito antioxidante eficaz, tendo a

habilidade de limpeza de peroxinitrito do sistema, como ja havia proposto
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Squadrito et al. (2000), fato que pode explicar o uso do acido urico no presente
trabalho. Para maiores conclusdes sobre o0 sistema que envolve o 4cido Urico e
a GSH (que fazem parte do sistema ndo enzimatico) serdo necessarios novos
estudos, ja que, mesmo a GSH sendo substrato da GST, ndo podemos
responder certas questdes sobre suas interacoes.

A partir deste conjunto de resultados e da mesma forma que Dornelles e
Oliveira (2014) e Franca et al. (2015) a ra touro americana, Lithobates
catesbeianus, pode constituir-se em uma ponderosa ferramenta para o
desenvolvimento de estudos visando o entendimento do efeito de poluentes
podendo atuar também, como uma sentinela para diferentes alteracdes
ambientais.

No que tange aos valores de proteinas totais, estas atingem uma
diferenca significativa no grupo X2 (0,1ug/L), em que hd uma queda nos seus
valores, e um retorno destas proteinas nas concentracdes X3(0,2ug/L) e
X4(0,4ug/L). Sabe-se que as proteinas oxidadas recicladas por protedlise séo o
meio para que a célula previna o acumulo de proteinas mal formadas. Os
aminoacidos ndo oxidados sdo entdo transportados para serem reutilizados
para biossintese de novas proteinas sendo isto interessante, pois esta
biossintese de proteinas é altamente regulada por condi¢cbes de estresse
oxidativo. Porém, as proteinas podem sofrer danos pela acao de varios radicais
livres, incluindo radiacdo, producdo de peroxidos de lipidio e oxidacdo por
acucares (Hermes-Lima 2004), incluindo a producao destes radicais livres pela
poluicdo devido ao uso de pesticidas (Dornelles e Oliveira 2014), que, na
concentracdo X2 (0,1ug/L), novamente mostrou diferenca significativa e uma
reducdo em relacao aos valores apresentados pelos animais do grupo controle.

Dornelles e Oliveira (2014) também observaram uma diminuicdo da
concentracdo de proteinas totais hepéaticas e musculares em girinos expostos
as mesmas concentragdes de quinclorac. Zyha et al. (2011) observaram um
aumento da transcricdo de enzimas associadas a conversdo de lipidios e
proteinas em energia, em gririnos de Xenopus laevis expostos ao herbicida
atrazina. Tais trabalhos nos permitem sugerir também uma possivel alocacéo
das proteinas totais para vias oxidativas e possivel manutencéo da sintese de

ATP.
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Um dos principais hormonios esteroides produzido pela inter-renal nos
anfibios é a corticosterona (CORT), encontrado tanto no plasma de girinos de
rd touro quanto em adultos. Estes valores também apresentam variacdes
relacionadas ao ritmo da alimentacdo, a atividade do animal e a fatores
estressores naturais e antropogénicos (Glennermeier e Denver 2002; Wright et
al. 2003; Burraco et al. 2013). Esse horménio tem papel metabdlico na
regulacdo de glicose e sais, e também participa na regulacdo hormonal da
metamorfose durante o desenvolvimento destes anfibios (Wright et al, 2003).

No presente estudo, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
expostos ao xenobionte e o grupo controle, porém, houve diferenca entre o
grupo X1 (0,05ug/L) e o grupo X4 (0,4upg/L), onde o resultado a exposicao da
concentracdo X1 apresentou-se mais alto, havendo um decréscimo nos niveis
encontrados nos animais do grupo X4, concentracdes mais altas de herbicida.
Sabe-se que 0s niveis de corticosterona em larvas de anfibios, assim como em
outros animais, estdo associados com o indice metabdlico basal, com a
intensidade da atividade exploratéria dos animais e com sua responsividade
frente a pistas quimicas liberadas por predadores (Glennermeier e Denver
2002); o que nos permite sugerir que um alongamento da exposicdo dos
animais a esta concentracdo de herbicida pode conduzir a uma diminuicao da
capacidade de resposta dos animais frente a estresses ambientais, como a
presenca de predadores, levando a uma diminuicdo da sua capacidade de
sobrevivéncia em ambiente natural.

Contrariamente ao resultado observado para a corticosterona, 0s niveis
de glicose plasmatica no grupo exposto a X1 mostrou um resultado
significativamente baixo em rela¢do aos outros grupos, principalmente ao grupo
X3 (0,2ug/L), coincidindo com os mais altos niveis de horménio. Nesta situagéo
a corticosterona pode induzir a um aumento da capacidade gliconeogénica
hepética conduzindo a manutencdo de niveis minimos de glicemia nestes
animais. Nas concentracbes mais elevadas do herbicida verificamos uma
diminuicdo dos niveis de corticosterona aliados a um retorno dos valores
glicémicos. Estudos com anfibios mostram que a corticosterona pode aumentar
os niveis de glicose nos fluidos corporais quando injetadas em girinos,

podendo estimular a gliconeogénese; ndo podemos descartar a participacdo de
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outros horménios contra regulatorios nesta resposta. Esta hipotese é reforcada
pelos resultados encontrados por Dornelles e Oliveira (2014) trabalhando com
0 mesmo modelo experimental exposto as mesmas concentracdes de pesticida
deste estudo; onde as autoras observaram uma deplecdo severa e
generalizada nos tecidos hepatico e muscular dos niveis de glicogénio a partir
da concentragdo de 0,05ug/L de Quinclorac, estando esta aliada a uma
diminuicdo das proteinas totais destes tecidos nesta mesma concentracao.

A acdo dos glicocorticoides (GC), como a corticosterona, mostra-se
essencial em diversos efeitos metabodlicas, como prover energia durante o
crescimento e a diferenciacdo dos 6rgdos destes animais, a ja citada
estimulacdo da gliconeogénese, inibicdo da captacdo de glicose por tecidos
periféricos e supressdo de insulina, causando a mobilizacdo da energia
estocada e seu redirecionamento ao tecido muscular (Jaudet e Hatey 1984;
Costantini et al. 2011).

Estudos com a manipulacao nos niveis de glicocorticoides mostram que
estes hormonios podem também, afetar o balanco redox. De um lado, os GC
podem aumentar o dano oxidativo, e de outro possam aumentar a regulacéao de
defesas antioxidantes e reduzir a producao de radicais livres, protegendo,
consequentemente, contra patologias causadas por estresse oxidativo. Por
exemplo, foi demonstrado que os glicocorticoides podem induzir a sintese de
superéxido dismutase (SOD) através da modulacdo de expressao génica em
células glomerulares bovinas (Yoshioka et al. 1994; Romero 2004; Costantini et
al. 2011). No presente estudo foi observado um aumento nos grupos expostos
a X2 (0,1ug/L) e X3 (0,2ug/L) e um decréscimo no grupo X4 (0,4ug/L), na
atividade da enzima SOD, concomitantemente ao observado com os niveis de
CORT, em que também h& um decréscimo no grupo X4, porém, estudos
futuros seriam necessarios para comprovar, na espécie Lithobates
catesbeianus, se ha esta relacéo entre GC e SOD ou nao.

Finalmente, como observado anteriormente na atividade antioxidante
enzimatica, em que observamos uma diminuicdo das enzimas SOD, CAT e
GST no figado, esta resposta talvez possa ocorrer devido a concomitante
diminuicdo dos niveis de glicocorticoides circulantes verificadas nas

concentracbes mais elevadas do herbicida. Uma vez que a provocacgéo
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prolongada do eixo hipotdlamo-hipofise determinada pelo tempo de
exposigdo/concentracdo do xenobionte aliada a niveis altos e constantes de
corticosterona circulantes podem conduzir a um efeito de feed-back negativo
diminuindo assim, a responsividade deste eixo e a secrecdo de corticosterona,
podendo alterar inclusive o funcionamento dos receptores celulares de
glicorticéides (GC). Além disso, 0 aumento do estresse oxidativo observado na
concentracdo de 0,2 pg/L de quinclorac pode também estar relacionado ao
acionamento do feedback negativo, ou seja, a agdo do horménio € suprimida e
0s antioxidantes podem ter uma diminuicdo com o tempo, decaindo também a
producdo de radicais livres com a queda na atividade metabdlica, contudo,
alguns componentes oxidantes (como hidroperéxidos) produzidos antes deste
feedback negativo permanecem nos organismo e bioquimicamente ativos,
como a hipétese do estudo de Costantini et al. (2011).

Reforcando tal conjunto de dados e hipo6teses, ressaltamos que o perfil
de resposta encontrado para os valores de massa corporal e comprimento, em
gue o cultivo sem pesticida ndo gerou um estresse aos animais, possibilitando
a manutencdo de seu crescimento, ora em comprimento ora em massa
corporal. Contudo, apés a adicao do herbicida os animais que foram expostos
as concentracdes de 0,05; 0,10 e 0,40ug/L mostram uma diminuigdo (p<0,002)
da massa corporal em relacdo ao controle quatorze dias (C14) e ao X3 (0,2
pg/L), evidenciando um retardo no ganho de peso. Com relacdo ao
comprimento corporal total observamos somente para 0os animais expostos a
concentracdo mais elevada do pesticida (0,4ug/L) uma auséncia de
crescimento em comprimento dos animais, mostrando uma diminuicao de cerca

de 9% quando comparados ao controle quatorze dias.

Tais alteragcdes podem conduzir a um comprometimento futuro no tempo
de metamorfose e no padrdo de desenvolvimento dos animais; é sabido que
em anfibios o desenvolvimento larval dos girinos precisa conduzir a uma massa
e comprimento ideais para garantirem sucesso no ciclo de vida adulto (Harris
1999). Durante a fase da metamorfose, ocorrem trés grandes alteracdes:
regressdo de estruturas utilizadas apenas pelos girinos, transformagdes de

estruturas larvais em estruturas Uteis nos adultos e desenvolvimento de
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estruturas e funcdes que sdo essenciais apenas nos adultos (McDiarmid e Altig
1999). Um dos eventos mais importante durante a metamorfose € a absorcéo
da cauda, visto que esta corresponde a uma grande parte do corpo dos girinos
(Goncalves 2013). No decorrer da metamorfose, a cauda pode ser uma
importante fonte de energia para suprir a diminuicdo no consumo de alimento
observado em girinos que estdo em processo de transformacgao (Albinati 1999;
Santos et al. 2010).

O indice K e 0 Knepaiico refletem, como ja dito, o balango energético dos
animais e o seu investimento energético em condi¢cdes adversas do ambiente.
Para o indice K observamos uma reducao significativa somente em relagéo ao
grupo controle quando os animais foram expostos por sete dias a concentragao
de 0,01ug/L (X) indicando que esta concentracdo e este momento parecem
ser criticos a sobrevivéncia dos animais, refletindo um estado de alteracdo
possivelmente, no balanco energético dos animais. Dornelles e Oliveira (2014)
mostraram neste mesmo modelo experimental, sob o0 mesmo tempo de
exposicdo e em concentracdes semelhantes deste herbicida uma reducao
drastica dos niveis de glicogénio e proteinas totais no tecido branquial, aliada a
uma reducdo do glicogénio, triglicerideos, lipideos e proteinas totais tanto no
tecido hepético como renal. Tais resultados reforcam a hipotese anteriormente
apresentada.

Ja para 0 Knepaico Verificamos que o grupo exposto a concentragdo X3
(0,2ug/L) mostrou uma diferenca bastante significativa se comparada aos
outros grupos, inclusive ao controle 14 dias (C14), demonstrando,
possivelmente, um aumento na atividade hepatica devido a alocacdo de
nutrientes do trato digestorio ou aporte de substrato de outros tecidos para este
orgdo, com a finalidade de manter o balanco energético deste na detoxificacédo
deste xenobionte e/ou na sintese de glicose para manutencdo da glicemia,
visto que neste momento observamos um retorno deste carboidrato a niveis
semelhantes aos do grupo controle. Como ocorrido em trabalhos com
sardinhas, de Nunes et al. (2011), e pesquisa com Chanos chanos, onde os
animais eram expostos a situagdes com mais ou menos oferta de alimento,
sendo que, aqueles em que estavam em ambiente a vontade, apresentaram

um indice de condicdo mais alto (Bagarinao e Thayaparan 1986),
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diferentemente dos animais do presente estudo, em que a racdo foi oferecida
ad libitum; por este fator, fica claro do porqué que o indice hepatossomatico
nao sofreu alteragdes significativas— 0s animais, mesmo com uma dose maior
do xenobionte, conseguiram manter seus percentuais hepaticos.

Desta maneira, apos a analise de diversos fatores, podemos afirmar ser
de claridade solar a necessidade de maiores estudos e pesquisas, com uma
quantidade maior de elementos para que possamos compara-los aos ja
estudados - mesmo com a positiva contribuicdo da presente pesquisa - e
chegarmos a conclusdes mais diretas e especificas do organismo como um
todo, e de como este conjunto de enzimas, hormonios, etc., pode nos informar
e ensinar mais sobre estes e outros animais, permitindo que possamos

entendé-los e quica, auxiliar em maneiras de melhor manejo e cuidados.
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5. CONCLUSAO

Um organismo vivo nao funciona em partes ou como um pequeno
sistema individual. E um todo, um conjunto em que cada ac¢do podera ter varias
reagbes. N&o podemos atribuir a apenas um ou dois resultados, o
funcionamento de todo um sistema complexo de vida. Seres complexos
funcionam em conjunto e de maneira igualmente complexa. Assim, né&o
podemos esperar que, mesmo com resultados importantes como os obtidos

neste estudo, a pesquisa se dé por encerrada.

Encontramos evidéncias de que os niveis de algumas substancias ou de
suas atividades vém repercutir na acéo e resultado de outras. Podemos dizer
que a corticosterona, possivelmente aliada a outros hormonios, provocou
alteracdes metabdlicas, assim como no balanco oxidativo e por isso 0s
resultados encontrados. Também podemos ver, claramente, as diferencas nas
atividades de enzimas como a superoxido dismutase, a catalase e a glutationa
S-transferase apresentam um acréscimo, na concentragdo X2 de 0,1ug/L, e
uma queda sequencial nas demais concentracbes, mesmo nao havendo
mortalidade dos animais ou injaria celular por LPO, talvez por que estes

animais possuam um sistema antioxidante bem desenvolvido.

Os niveis de acido urico também mostram que esta substancia parece
agir contra as EROs compondo um sistema ndo-enzimatico, porém, neste
caso, torna-se clara a necessidade de maiores estudos, ja que analises de

GSH seriam necessérias para melhor afirmarmos tal questéo.

De modo geral, o organismo da ra touro parece ter mecanismos de
adaptacao bastante avancados frente ao agente estressor quinclorac, com uma
linha de defesa antioxidante ativa, e a manutencdo de indices, como o
hepatossomatico, estavel, mantendo o figado possivelmente integro mas néo
em relacdo a massa e comprimento corporal que mostram um padrao de
reducdo. Nao obstante, mesmo que ndo tenha havido mortalidade, valores
significativos foram encontrados, mostrando que houve modificagcbes em razéo
do estressor. O que pode vir a prejudicar estes animais em seu ambiente

natural, em termos de desenvolvimento e talvez até na reproducéo.
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