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RESUMO
O herbicida atrazina tem um amplo potencial de contaminagdo ao meio ambiente

e € um agente reconhecidamente danoso a saude de diversas espécies de peixes. A
mesotriona estd entre os novos herbicidas que surgiram como alternativa apds o
banimento da atrazina na Europa. Por outro lado, a mistura de herbicidas tem sido
utilizada como uma alternativa visando aumentar o espectro de controle das plantas
daninhas e a eficacia dos herbicidas. Em anos recentes, cresceu o nimero de pesquisas
utilizando peixes neotropicais na avaliacdo de substancias potencialmente tdxicas, ou em
estudos de monitoramento ambiental. Esses animais sdo suscetiveis a exposicdo a
quimicos e misturas provenientes de atividades agricolas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial toxico, através de multiplos biomarcadores, dos herbicidas atrazina e
mesotriona de forma isolada e combinada em bioensaios de exposic¢do aguda por 96 horas.
Além disso, esclarecer se existem diferencas de sensibilidade a esses herbicidas entre
duas espécies da familia Cichlidae, Geophagus brasiliensis e Oreochromis niloticus. Na
exposicdo ao herbicida atrazina, G. brasiliensis apresentou niveis basais de estresse
oxidativo e quebras ao DNA maiores do que O. niloticus. A espécie O. niloticus se
mostrou mais adequada para ser utilizada em bioensaios utilizando biomarcadores
bioguimicos e de genotoxicidade. Na exposicao ao herbicida mesotriona, O. niloticus e
G. brasiliensis apresentaram danos genéticos e alteracfes na resposta de enzimas de
controle a ERO e aumento de LPO quando expostas a esse xenobiotico. A mistura entre
os herbicidas causou poucas alteracdes de resposta a ERO, no entanto ocorreu danos ao
material genético de ambas as espécies em concentrages que quando isoladas nédo
causam tal efeito. Dessa forma, concluimos que ambos herbicidas causam efeitos
adversos as espécies de forma isolada, e quando misturados ocorrem efeitos sinérgicos,
alterando suas propriedades toxicas. Ainda, O. niloticus se mostrou mais adequada em
ensaios de toxicidade com marcadores genéticos e bioguimicos.
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ABSTRACT

The herbicide atrazine has large potential to contamination of the environment and
is an agent known to be harmful various fish species. Mesotrione is a new herbicides that
have emerged as an alternative after the ban on Atrazine in Europe. On the other hand,
the mixture of herbicides has been used as an alternative to increase the herbicidal
efficacy. In recent years, increased the number of researches using neotropical fish in the
evaluation of potentially toxic substances, or environmental monitoring studies. These
animals are susceptible to exposure to chemical mixtures from agricultural activities. The
objective of this study was to evaluate the toxic potential through multiple biomarkers,
the herbicides atrazine and mesotrione, isolated and combined, in bioassays of acute
exposure for 96 hours. Also, clarify whether there are differences of sensitivity to these
herbicides between two species of cichlid family, Geophagus brasiliensis and
Oreochromis niloticus. In the exposure to atrazine, G. brasiliensis showed basal levels of
oxidative stress and DNA breaks to larger than O. niloticus. The O. niloticus species was
more suitable for use in bioassays using biochemical and genetics biomarkers. In the
exposure to mesotrione herbicide, O. niloticus and G. brasiliensis showed genetic damage
and changes in the control of enzymes response to ROS and increased LPO when exposed
to this xenobiotic. The mixture of the herbicides caused little change in the ROS response,
however we observe DNA damage in both species in concentrations which when the
isolated herbicides do not cause any damage. Thus, we conclude that both herbicides
cause adverse effects the species when isolated, and when mixed. Synergistic effects
occur, changing its toxic properties. Moreover, O. niloticus was more suitable for toxicity

testing using genetic and biochemical biomarkers.
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PREFACIO

Essa tese € uma compilacdo de uma revisdo bibliogréfica e de trés capitulos que
tratam sobre contaminagdo de peixes das espécies Geophagus brasiliensis, o acara, e
Oreochromis niloticus, a tilapia, com dois herbicidas diferentes, a atrazina e a mesotriona.
A revisdo bibliogréfica, ou introducdo geral, traz ao leitor uma ambientacdo sobre o
contexto da contaminacéo dos recursos hidricos, bem como da utilizacdo de defensivos
agricolas, em especial dos dois herbicidas pesquisados e a mistura entre eles. Uma boa
noc¢do sobre 0 uso de biomarcadores genéticos e bioquimicos utilizados nesse trabalho
podem ser obtidas na introducdo geral, e também informacdes basicas a respeito das
espécies utilizadas como bioindicadores.

O Capitulo 1 trata da comparacdo da resposta entre as espécies frente a um
xenobiodtico extensamente utilizado em estudos de toxicidade, a atrazina. Esse capitulo
traz informacdes relevantes, pois a quantidade de estudos utilizando espécies da regido
neotropical, como o acard, em ensaios de toxicidade aumenta ano a ano. Tais estudos
mostram que essas espécies apresentam boa sensibilidade a contaminacdo ambiental,
podendo ser excelentes organismos teste em bioensaios e biomonitoramentos.

O capitulo 11 traz ao leitor informacdes a respeito da toxicidade do herbicida
mesotriona. Tal herbicida é extensamente utilizado em cultivos de milho, principalmente
na Europa, pois naquele continente a utilizacdo da atrazina foi proibida a partir de 2004,
e a mesotriona surgiu como uma das alternativas no controle de ervas daninhas em
cultivares. Existem poucos relatos na literatura a respeito de efeitos adversos desse
composto a espécies ndo alvo, e nenhum trabalho utilizando biomarcadores em peixes
havia sido realizado com ele, até o presente momento.

Nos demais continentes onde a utilizacdo da atrazina ndo foi proibida, a

mesotriona também ¢ utilizada. Nesse caso em mistura com a atrazina ou outros
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herbicidas. Essa mistura garante ao produtor agricola uma maior eficicia no controle de
ervas daninhas. O capitulo 111 desse documento é um relato sobre os efeitos adversos que
essa mistura pode causar em G. brasiliensis e O. niloticus uma vez que misturas de
compostos podem aumentar ou diminuir o potencial toxico em relagdo aos herbicidas

isolados.
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1. INTRODUCAO

As éguas superficiais vém recebendo grandes quantidades de &guas residuais de
origem domeéstica, industrial, agricola, hospitalar e estacdes de tratamento. Estes residuos
tém propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas bastante variadas que alteram a
qualidade da agua e degradam o ambiente receptor, pondo em risco a saide humana e
biota associada.

Nossa espécie estd sob constante exposicao a substancias quimicas presentes em
produtos de consumo, como medicamentos, alimentos, produtos de higiene pessoal, de
limpeza e cosméticos, além da poluicdo ambiental, bem como diversas fontes de radiacéo
natural. Destes agentes fisico-quimicos, apenas uma parcela possui estudos que avaliam
seus efeitos sobre 0s humanos e outros organismos (FERRARO, 2009).

A maioria dos recursos bioldgicos da Terra estdo localizados em regides
especificas do globo, como os ambientes costeiros e 0s grandes sistemas de bacias
fluviais. No entanto, mais de 3 bilhdes de pessoas vivem em estreita proximidade desses
locais, e em grande parte dependendo deles para retirar alimentos e matérias primas
industriais. Como consequéncia dessa situacdo, grande parte dos residuos gerados, tanto
industriais como domésticos, ocorrem nessas areas, que possuem maior importancia
biologica e econbmica, comprometendo esses recursos e também a qualidade de vida
humana (MOORE et al., 2004).

Durante as trés ultimas décadas observou-se um aumento no interesse da
comunidade cientifica e das agéncias regulatérias em relacéo a detec¢do, conhecimento e
controle sobre os agentes ambientais responsaveis por danos a salde humana e a

sustentabilidade dos ecossistemas (DA SILVA et al, 2003). Este interesse foi



intensificado em razéo do constante crescimento populacional e o consequente aumento
da industrializacdo, bem como a utilizagdo inadequada de recursos naturais.

Desde os anos sessenta a humanidade tém consciéncia do potencial de muitos
produtos quimicos em causar efeitos adversos para ecossistemas aquaticos e terrestres,
em particular. O destino final de muitos destes contaminantes é o ambiente aquatico,
devido ao uso direto ou processos hidrolégicos e atmosféricos (STEGEMAN e HAHN,
1994). A presenca de xenobidticos em um ambiente aquético ndo é, por si so, indicativo
de efeitos prejudiciais. LigacGes entre a presenca de compostos xenobidticos no
ecossistema, 0 nivel de exposicao externa e 0s niveis de contaminacdo de tecidos devem
ser estabelecidos. Muitos compostos hidrofobicos, e seus metabolitos, que chegam aos
ecossistemas aquaticos ainda precisam ser identificados, e seu impacto a vida aquética
ainda ndo foi determinado. Dessa forma, toxicologistas ambientais vém estudando
extensivamente os efeitos de contaminantes quimicos ou poluentes neste ambiente (VAN
DER OOST et al., 2003).

A simples deteccdo de contaminantes nos compartimentos abidticos e bioticos ndo
é suficiente, a menos que seus efeitos biologicos ou ecoldgicos sejam devidamente
avaliados. Contaminantes presentes no ambiente, muitas vezes, ocorrem como misturas
complexas, e o risco real de exposicdo difere da avaliacdo de uma substancia especifica
(JHA, 2008). Assim, torna-se necessaria a utilizacao de ensaios ecotoxicoldgicos aliados
a andlises fisico-quimicas para a avaliagdo holistica de misturas complexas,

especialmente pelos efeitos sinérgicos, aditivos e efeitos antagonistas que podem ocorrer.



1.1 AGROTOXICOS

Os pesticidas sdo produtos quimicos amplamente utilizados na agricultura para o
combate de pragas. Os herbicidas s@o agentes utilizados para destruir plantas daninhas e
tiveram sua utilizagdo intensificada a partir de 1.800 d.C. com o uso de herbicidas
inorganicos (como sulfato de cobre, sulfato de aménio, arsenito de sodio e clorato de
potassio) na agricultura, pois com o cultivo de plantas de uma mesma espécie, teve inicio,
também, o desenvolvimento de pestes e pragas na agricultura. O DNOC (2-metil-3,5-
dinitrofenol) foi o primeiro herbicida organico empregado, produzido em 1935 e a partir
da decada de 40 seguiu-se uma crescente producdo e diversificacdo de herbicidas
(JACOMINI, 2002).

Grave desequilibrio no solo e desenvolvimento de plantas e insetos indesejaveis
foram alguns dos problemas que surgiram com a implantacdo da agricultura moderna
industrial, onde extensas areas naturais tém sido substituidas por monoculturas. Assim,
passaram a ser utilizados diversos agroquimicos, entre fertilizantes e pesticidas, o que
tornou a agricultura uma das principais fontes de contaminacéo aquatica (KLEMZ, 2002).

Em 2012, segundo o sindicato nacional da industria para produtos de defesa
agricola (SINDAG), 823 mil toneladas de pesticidas foram comercializados no Brasil,
sendo que os herbicidas sdo os produtos mais vendidos, correspondendo a 57% desse
mercado. Desse montante, aproximadamente 40 a 50% dos produtos correspondem aos
seus respectivos ingredientes ativos. Os principais cultivares consumidores de defensores
agricolas em nosso pais sdo a soja, cana-de-acucar, milho e algodédo, que correspondem a
47%, 12,8%, 9,4% e 9,3% do mercado, respectivamente (SINDAG, 2012).

Os ambientes aquaticos e sua biota sdo 0s que mais sofrem com a contaminacéo
por agrotdxicos, uma vez que a contaminagdo desses ambientes ocorre facilmente pela

aplicagdo direta do produto na &gua em pisciculturas, lavagem de residuos e embalagens,



além do escoamento superficial, deriva e infiltracdo, chegando aos lencdis freaticos
(TOMITA e BEYRUTH, 2002).

Além do principio ativo, a formulacdo dos agrotoxicos contém o0s agentes de
dispersdo e solubilizantes, também chamados de surfactantes ou substancias inertes.
Esses componentes ndo tem funcdo pesticida, porém, podem ser biologicamente ativos e
por vezes sd0 esses 0S componentes mais toxicos da formula (BOLOGNESI, 2003).
Muitos desses compostos sdo poderosos solventes organicos como xilenos, toluenos,
alcoois, cetonas, formaldeidos, benzenos, acidos, entre outros, que possuem atividade
toxica bastante alta (GRISOLIA, 2005).

Agrotdxicos sdo um bom modelo para estudos da ecotoxicologia, pois eles
contaminam a atmosfera, terra e 4gua, sendo persistentes no meio ambiente. Entram nas
cadeias ecoldgicas e nos ciclos biogeoquimicos, dispersando-se e causando efeitos

toxicos e adversos desde as bactérias até o homem (GRISOLIA, 2005).

1.2 ATRAZINA

As triazinas sdo um grupo de herbicidas quimicos similares, registrados em 1955,
como a atrazina, cianazina, propazina, ametrina e simazina, usadas para o controle de
ervas daninhas, devido a capacidade desse composto de inibir a fotossintese (JACOMINI,
2002), bloqueando o transporte de elétrons e levando a morte da planta por falta de
energia. Em animais, os efeitos das triazinas sdo semelhantes, afetando a respiracédo
celular pela inibicdo da sintese de ATP (THOMPSON, 1974). Os herbicidas triazinicos
tém amplo potencial de contaminacdo de diferentes compartimentos ambientais em
virtude de suas caracteristicas, tais como: alto potencial de lixiviacdo e escoamento,
elevada persisténcia em solos, hidrolise lenta, baixa solubilidade em agua e absor¢édo

moderada a matéria organica (GRISOLIA, 2005).



O 2-cloro-4-etilamino-6-isopopilamino-1,3,5-triazina (fig. 1), ou atrazina, é um
solido cristalino branco, com um grupo quimico basico (SOLOMON et al., 1996). Em
anos recentes, aumentou a preocupacdo acerca da persisténcia da atrazina no ambiente
(LONDONO, 2005). Pesquisas realizadas na Italia e nos Estados Unidos (California)
demonstram que a atrazina € um dos poluentes mais comuns em &aguas superficiais e
subterraneas (COVA et al., 1989). Devido ao seu uso extenso e sua alta persisténcia em
aguas subterrdneas, a US-EPA (United States Environmental Protection Agency)
classificam a atrazina como o herbicida triazinico mais presente nas dguas subterraneas
dos Estados Unidos. Estima-se que entre 2 a 3 milhdes de estadunidenses, que utilizavam
agua de lencol freatico no abastecimento doméstico, estdo expostos a 0,2 pg.L™ de ATZ,
que tem grande estabilidade em aguas subterraneas (KLIGERMAN et al., 2000). No
Brasil, constatou-se concentracdes de ATZ de 2,7 pg.L? em rios proximos a areas
agricolas, concentracao esta que se encontra acima da permitida pela legislacao brasileira

para aguas com fins de preservacdo, 2 pug.L™* (ARMAS et al., 2007; BRASIL, 2005).

Cl
i
A

SN
l
~
CH,CH,HN N/I\NHCH(CH3)2

Figura 1: Formula estrutural da Atrazina. Adaptado de COX, 2001.

Devido ao fato de que a concentracdo de ATZ, ou seus produtos de degradacao,
em aguas subterraneas em muitos locais na Europa ja ultrapassava 0,1 pg.L™, a Unido
Europeia, no ano de 2004, decidiu retirar do mercado qualquer produto que contivesse a
ATZ, pois 0 uso continuo desse herbicida poderia comprometer a recuperacdo da
qualidade das aguas subterraneas. No entanto, no resto do mundo a ATZ continua sendo

utilizada sem restricbes (SALABERRIA et al., 2009).



Em anos recentes, ocorreu no Brasil um grande esforco por parte de diversos
pesquisadores em evidenciar os efeitos tdxicos desse composto em peixes, principalmente
em espécies neotropicais. Efeitos genotdxicos causados pela exposicéo a atrazina foram
encontrados em Rhamdia quelen (PIANCINI, 2011), Oreochromis niloticus (VENTURA
et al., 2008) e Prochilodus lineatus (SANTOS e MARTINEZ, 2012). Foram encontrados
danos ao figado e branquias, alteracdes na atividade de enzimas de resposta ao estresse
oxidativo, além de distdrbios na fungdo osmorregulatéria em R. quelen (MELA et al.,
2013a). Paulino et al. (2012a) descreveram alteragdes no balango idnico em brénquias de
Prochilodus lineatus. Em outro trabalho do mesmo autor, com essa mesma espécie, foram
encontrados danos histopatologicos e alteracfes na atividade de enzimas de resposta a

espécies reativas de oxigénio (ERO) (PAULINO et al., 2012b).

1.3 MESOTRIONA

Dentre os herbicidas registrados para a cultura do milho encontra-se a mesotriona
(2-(4-mesil-2-nitrobenzoil) ciclohexano-1,3-diona; fig. 2), pertencente ao grupo quimico
das tricetonas. E classificado como herbicida seletivo, com aplicacio em pds-emergéncia
para o controle de folhas largas anuais e gramineas na cultura do milho (JOHNSON et
al., 2002). 0 iI] NO,

[
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Figura 2: Formula estrutural da mesotriona. Fonte: BONNET et al. (2008).



A mesotriona é obtida através do isolamento de um aleloquimico leptospermone
secretado pela planta da espécie Callistemon citrinus (FREITAS et al., 2004). Os
aleloguimicos sdo compostos quimicos secretados por um determinado organismo,
capazes de inibir ou estimular seu desenvolvimento e/ou crescimento de outros
componentes do ambiente (RICE, 1984). Estes compostos podem ser encontrados nas
sementes, folhas, caules e raizes das plantas em quantidades variaveis (PEIXOTO, 1999).

Mesotriona € pouco estavel no ambiente, e é detectado no solo e agua apenas por
curto periodo de tempo apds sua aplicacdo (BARCHANSKA et al., 2012). Devido a essas
caracteristicas quimicas e ao banimento da atrazina pela Unido Europeia em 2004 este
composto ganhou um grande mercado desde entéo.

Por ser uma substéncia relativamente nova no mercado, existem pouquissimos
trabalhos testaram possiveis efeitos toxicos desse composto. Bonnet et al. (2008) testaram
a toxicidade do mesotrione, de dois metabolitos (MNBA e AMBA), e do produto
formulado Callisto® em duas espécies de microoganismos. Valiente Moro et al. (2012)
testaram os efeitos desse composto em 3 espécies de microalgas. Crouzet et al. (2010)
testaram possiveis efeitos sobre a comunidade microbiana do solo e Kreutz et al. (2008)
avaliaram a CLso desse composto em Rhamdia quelen, um peixe neotropical. Nenhum

trabalho utilizando biomarcadores foi realizado em qualquer espécie de peixes.

1.4 MISTURAS DE PESTICIDAS

A cultura do milho esta entre as mais importantes do Brasil com uma area plantada
em torno de 14 milhGes de hectares e produtividade média de 3.670 kg/ha (IBGE, 2009).
As condicBes edafoclimaticas destacam o Brasil como um pais de grande potencial para

a cultura do milho, entretanto, o clima tropical é também muito propicio a ocorréncia de



uma grande quantidade de plantas daninhas. Existem diversos métodos para se controlar
as plantas daninhas na agricultura. Os métodos mais utilizados sdo os mecanicos e o
controle quimico, e a mistura de herbicidas tem sido utilizada como uma alternativa
visando aumentar o espectro de controle das plantas daninhas e a eficicia dos herbicidas
(ZAGONEL, 2007).

Entretanto, diante de diversas fontes de poluicdo, Agrawal et al. (2010) destacam
que mais de 50% da poluicdo de cdrregos e rios é decorrente da lixiviacdo e mistura de
produtos quimicos usados nas praticas agricolas. Quando em contato com o ambiente
aquatico, esses produtos podem se fixar na matéria em suspensdo, se depositar no
sedimento ou ser absorvidos pelos organismos e, com o fluxo continuo entre agrotoxico
e agua/sedimento, esse tipo de poluente se torna um dos principais contaminantes de
ambientes aquaticos por estar em contato com o meio por tempos relativamente longos
(TOMITA e BEYRUTH, 2002).

Diversos pesticidas e contaminantes sdo frequentemente encontrados em baixas
concentracdes ao longo do ano, sendo que herbicidas sdo detectados em cerca de 70-90%
das amostras na America do Norte (BRODEUR et al., 2014). ATZ é utilizada desde o0s
anos 1950 em diversos cultivares (AZEVEDO et al., 2004), apesar de esse herbicida ter
um amplo potencial de contaminacdo em diferentes compartimentos do meio ambiente
(BOLOGNESI, 2003), sendo que foram detectadas em aguas de escoamento em
concentragdes de 0,2 a 20 pg.L™ (SELIM, 2003), enquanto que em corregos e rios
adjacentes a areas de cultivo esse valor pode alcancar até 1000 pg.L* (GRAYMORE et
al., 2001).

Para substituir a ATZ, diversos herbicidas seletivos foram desenvolvidos, como o
Mesotriona, S-metolachlor, benoxacor e nicosulfuron. Esses produtos pertencem a

diferentes familias e tem diferentes modos de ac¢do (JOLY et al., 2013). No entanto, nos



paises onde a ATZ ndo foi banida, esses herbicidas também ganharam espago, porém ndo
como substitutos da ATZ e sim como um herbicida adicional sendo utilizado em conjunto
com a ATZ para que o espectro de acéo herbicida da aplicacdo em campo seja ampliado

(JAMES et al., 2006; ZAGONEL e FERNANDES, 2007).

1.5 BIOINDICADORES

Os bioindicadores representam os modelos animais utilizados em estudos para
avaliar os efeitos do tdxicos causado pela exposi¢do a um determinado xenobidtico, ou a
uma mistura destes. Um bom bioindicador deve apresentar sensibilidade ao contaminante
que esta exposto, aléem de ser uma espécie abundante no ambiente e ter facilidade em
adaptar-se aos ensaios laboratoriais (YAMAMOTO, 2011).

Dentre os principais organismos utilizados como bioindicadores estéo espécies de
moluscos (SANTOS e MARTINEZ, 2014), peixes (PIANCINI, 2011), anfibios (HAYES
et al., 2002), mamiferos (COTELLE e FERARD, 1999) e algas (AOYAMA et al., 2003).
Os peixes sdo amplamente utilizados por apresentarem respostas similares aos grandes
vertebrados aos agentes toxicos, além de serem um dos principais vetores de transferéncia
de contaminantes da agua para humanos (AL-SABTI; METCALFE, 1995). Além disso,
0s peixes, assim como mamiferos, sofrem bioacumulagdo, sdo capazes de responder a
agentes quimicos em baixas concentracdes e sdo capazes de ativar o sistema enzimatico
do citocromo P450 (DA SILVA et al., 2003).

Cichlidae é uma numerosa familia dentro da ordem Perciformes, compreendendo
cerca de 1.350 espécies atualmente reconhecidas, contudo, é estimado um namero
superior a 2.000 espécies. Trata-se de um importante grupo de peixes da Regido
Neotropical, representando de 6% a 10% de peixes de dgua doce dessa fauna, totalizando

aproximadamente 400 espécies nessa regido (KULLANDER, 2003).



Os ciclideos sdo representados por peixes muito versateis, territorialistas e
resistentes, com predilecdo por ambientes Iénticos, principalmente lagos e lagoas. Quanto
a alimentagdo, possuem habitos muito diversificados, podendo se alimentar do lodo
depositado no fundo, de peixes, gastropodos, tecamebas, microcrustaceos e larvas de
insetos (BENINCA, 2006).

Geophagus brasiliensis (acarg, fig. 3) é um ciclidio, muito comum em lagos e
reservatorios da regido Central e Sul do Brasil (SCHWANTES; BARTLETI;
SCHWANTES, 1991), sendo uma espécie abundante no periodo de verdo, em ambientes
de fundos lodosos, com reproducao entre final de verdo e inicio de outono. Essa espécie
é comumente utilizada como bioindicador em monitoramentos ambientais com diversos

biomarcadores (BENINCA et al., 2012; OSORIO et al., 2013; VOIGT et al., 2014).

Figura 3: Exemplar de Geophagus brasiliensis. Fonte: O autor.

Apesar de ndo se tratar de uma espécie nativa, Oreochromis niloticus (fig. 4) é
amplamente distribuida nos reservatorios brasileiros e cultivada em piscicultura, sendo
muito utilizada na alimentacdo humana. Diversos trabalhos utilizando O. niloticus como
bioindicador s&o realizados ao redor do mundo, relacionando exposi¢do a xenobioticos

com respostas adversas no organismo (HUSSEIN et al., 1996; CAVAS e ERGENE-

10



GOZUKARA, 2005; ERGENE et al, 2007; VENTURA et al., 2008; SOUZA e

FONTANETTI, 2012; AMORIM et al., 2013).

Figura 4: Exemplar de Oreochromis niloticus. Fonte: O autor.

1.6 BIOMARCADORES

Biomarcadores sdo respostas moleculares, celulares ou sistémicas mensuraveis
utilizadas para indicar a exposicdo ou efeito de alguma substancia sobre o organismo
estudado. Eles podem ser definidos como as alteracdes biolégicas que expressam a
exposicdo e/ou efeito tdxicos de poluentes presentes no ambiente (WALKER et al.,
1996).

Respostas biologicas a agressdes ambientais podem ser evidenciadas em diversos
niveis de organizacgdo, desde ecossistemas até compartimento subcelulares ou reacdes
quimicas intracelulares, passando por comunidades, populacfes, espécies, organismos e

celulas (WALKER et al., 1996)
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AlteragOes na estrutura e fungéo dos ecossistemas sdo as formas mais relevantes
do ponto de vista ecoldgico para avaliar toxicidade de contaminantes sobre o ambiente
(KELLY e HARWELL, 1989). No entanto, quando uma alteracdo significativa é
observada no ecossistema, este ja sofreu danos muito severos, e é impossivel relacionar
concentracbes de poluentes a determinados graus de alteracbes ambientais
(NASCIMENTO, PEREIRA e LEITE, 2006).

Os efeitos iniciais causados pelos poluentes sdo observados nos niveis
organizacionais mais basais, nas respostas bioquimicas e moleculares. Nesse estagio de
contaminacdo as alteragdes causadas pelos poluentes podem ser reversiveis, de forma que
medidas preventivas possam ser tomadas evitando o comprometimento mais severo do
ambiente. Dessa forma, devem ser utilizados biomarcadores moleculares, bioquimicos,
fisiologicos e histologicos capazes de indicar diferentes respostas a presenca de

estressores distintos (HUGGETT, 1992).

Biomarcadores Genéticos

As alteracOes estruturais nos cromossomos ou nas sequéncias de pares de bases
do DNA pela exposicao a agentes toxicos podem ser referidos como genotoxicidade (AL-
SABTI; METCALFE, 1995). Uma vez que as mutac@es sdo frequentemente associadas
com o desenvolvimento de cénceres e defeitos ao nascimento, o conhecimento do
potencial genotdxico de um agente quimico industrializado ou naturalmente presente no
ambiente € uma informacdo essencial para as agéncias regulatérias, no que se refere ao
estabelecimento de perigo para 0 homem e organismos aquaticos.

O impacto de materiais toxicos na integridade e no funcionamento do DNA da
célula pode ser investigado em muitos organismos sob diferentes condicdes

(McCARTHY e SHUGART, 1990). Dentre os principais testes, podemos citar os de
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avaliagdo da frequéncia de aberracbes cromossdmicas, troca de cromatides irmas,
formacdo de aductos de DNA, ensaio cometa (que avalia lesGes primarias no DNA) e
medicdo da frequéncia de micronucleo e outras anomalias nucleares (BOMBAIL et al.,
2001).

O teste do microntcleo foi inicialmente proposto, independentemente, por Heddle
(1973) e Schimid (1975) como uma alternativa as técnicas citogenéticas cléssicas para se
avaliar danos cromossdmicos in vivo em popula¢des de células em divisdo, como as da
medula 6ssea (FENECH, 2000). Microndcleos sdo formados pela condensacdo de
fragmentos de cromossomos acéntricos ou cromossomos inteiros que ndo foram incluidos
no nucleo principal depois da anafase (AL-SABTI e METCALFE, 1995).

O uso do teste do micronucleo utilizando a coloragdo com Giemsa € 0 método
mais utilizado em peixes, porém néo possibilita a diferenciacdo entre eritrocitos jovens e
maduros. De acordo com Ueda et al. (1992), essa distingdo ndo € importante para avaliar
o efeito cronico dos contaminantes, no entanto, observar apenas eritrocitos jovens
proporcionaria um sistema de ensaio mais sensivel principalmente para avaliacdo de
efeitos agudos, em funcéo da cinética da formacao dos micronucleos.

Os danos mais importantes em nivel molecular sdo, sem duvida, os varios tipos
de danos causados ao DNA, incluindo as quebras, que sdo facilmente visualizadas através
do ensaio cometa (JHA, 2008). O atual consenso cientifico é de que o ensaio é simples,
rapido, de baixo custo e sensivel. No entanto, uma das principais criticas a técnica, é a de
que as quebras ao DNA podem nédo estar relacionadas a uma exposicao especifica,
diferentemente do que ocorre com a formacao de aductos de DNA, que estdo diretamente
relacionados a presenca de poluentes especificos. Contudo, a relativa simplicidade do

ensaio cometa quando comparado as sofisticadas técnicas de determinacdo de adutos de
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DNA, fazem com que o teste seja uma ferramenta interessante para se avaliar danos

globais ao DNA (BELPAEME et al., 1998).

Biomarcadores Bioquimicos

O uso de biomarcadores bioquimicos oferece algumas vantagens, pois sao,
normalmente, os primeiros a serem alterados, apresentam boa sensibilidade, relativa
especificidade e baixo custo de andlise, quando comparados as analises quimicas. Pela
analise destes parametros pode-se: detectar precocemente a existéncia de contaminagédo
por substancias toxicas, biologicamente significativas; identificar que espécies ou
populacdes encontram-se em risco de contaminacdo; a magnitude da contaminacéo e o
grau de severidade dos efeitos causados pelos xenobitticos (STEGEMAN; HAHN,
1994).

A biotransformacéo dos compostos quimicos nos organismos € fundamental para
alterar a atividade biologica do composto e, consequentemente, cessar ou potencializar a
interacdo entre 0 xenobidtico e a célula. O metabolismo de xenobioticos inclui numerosos
sistemas enzimaticos diferentes, os quais atuam em diversos tipos de substratos. Os
principais grupos de enzimas envolvidos nas reagdes iniciais de metabolismo de
xenobiodticos (fase 1, bioativacdo) sdo as monooxigenases flavoproteinas e heme
proteinas. As enzimas do CYP450 sdo heme proteinas que metabolizam os compostos da
forma lipofilica a hidrofilica. Essas reacbes sdo a fase inicial de desintoxicacdo e
excrecdo, mas muitas vezes liberam metabdlitos reativos ou toxicos (STEGEMAN e
HAHN, 1994).

Na Fase Il (detoxificacdo) do metabolismo de xenobidticos, as enzimas mais
estudadas sdo as glutationa S-transferases (GST), UDP-glucuronosiltransferases e

sulfotransferases (HUGGETT et al., 1992). Enzimas de Fase Il podem ser utilizadas como
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biomarcadores tanto de exposicdo como de efeito, por serem alteradas por varios
xenobioticos.

A GST é uma enzima essencial na protecdo contra danos de compostos
potencialmente reativos, conjugando-os para posteriormente serem eliminados do
organismo (MARIONNET et al.,, 2006). Além de participarem em processos de
detoxificagdo por formacdo de conjugados com a glutationa reduzida (GSH), as GSTs
possuem papel no metabolismo de produtos secundarios como na estabilizacdo de
flavonoides, atuando com peroxidases na reducdo de hidroperoxidos a monohidroxi-
alcool no processo de estresse oxidativo (DIXON e LAPTHORN, 2002). A atividade
desta enzima possui relacdo direta com o estresse oxidativo, ja que utiliza a GSH como
cofator e que também participa da degradacdo do H.O. através da enzima glutationa
peroxidase (GPx), sendo um importante biomarcador (ROSSI, 2008).

A GPx é capaz de reduzir diversos tipos de peroxidos através da oxidacdo da GSH
e é a principal peroxidase presente em peixes (VAN DER OOST et al., 2003). Ela ¢
normalmente encontrada nas mitocéndrias e € utilizada pare reduzir diversos tipos de
perdxidos, inclusive hidroperoxidos levando-os aos seus correspondentes alcoois,
empregando a GSH como cofator e gerando glutationa oxidada (GSSG) como produto
(HAYES et al., 1997; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). A GPx tem sido utilizada
como uma importante ferramenta de indicacdo de estresse oxidativo, uma vez que nao
somente atua na reducdo de peroxido de hidrogénio, como ocorre com a catalase (CAT),
mas também a uma gama maior de peroxidos, ampliando a avaliacdo de exposicdo a
poluentes ambientais (MOURENTE, 2002; VAN DER OOST et al., 2003).

Uma das principais enzimas antioxidantes é a superéxido dismutase (SOD), uma
metaloenzima essencial ao sistema de defesa antioxidante, atuando como catalisadores da

reacdo do Oz” em Oz e H,0,. Pelo fato do O™ resultar em varias outras especies altamente
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reativas, o controle desse radical pela SOD constitui um importante mecanismo de defesa
(TORRES et al., 2008). O peréxido de hidrogénio (H20>) resultante desse processo €
posteriormente degradado pela CAT ou pela GPx. Em peixes, ha diferencas na atividade
da SOD de acordo com o tecido e com a espécie, sendo esta maior em peixes marinhos,
quando comparados aos peixes de &gua doce, e em peixes herbivoros (WILHELM
FILHO, 1996; LACKNER, 1998).

A glutationa ¢ um tripeptideo (y-glutamil-cisteinil-glicina) que desempenha
funcdo fundamental na protecdo das células contra danos oxidativos causados, atuando
como sequestradora de radicais; na homeostase tiolica; na manutencao do balanco redox
da célula e para defesa contra agentes eletrofilicos, como os xenobioticos (MEISTER,
1988). Faz parte dos sistemas antioxidantes ndo enzimaticos, que reduz hidroperdxidos,
e é responsavel por sequestrar ERO e proteger membranas do estresse oxidativo (CHANG
et al., 2003). Ela pode ser encontrada nas formas reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG).
Em quadros de estresse oxidativo muito intenso, a GSH pode ser perdida de modo
irreversivel, permanecendo na forma oxidada e ndo sendo novamente reduzida, podendo
afetar diretamente a sintese de proteinas e DNA (LOMAESTRO e MALONE, 1995).

A lipoperoxidacdo (LPO) é um dos danos mais importantes causados pelas
espécies reativas de oxigénio (ERO), sendo as membranas celulares os locais mais
susceptiveis a essas reacdes de oxidacdo. A perda da integridade da membrana celular
pode facilitar o ataque ao DNA, além de alterar o processo de transporte, a transducéo de
sinais mediada por receptores e o gradiente de ions e metabolitos (HIGUCHI, 2003).
Durante a lipoperoxidacdo os grupos hidroperéxidos ligam-se aos sitios hidrofébicos dos
acidos graxos insaturados, levando a perturbacdo nas interacGes lipidicas e,

consequentemente, a alteracdes estruturais das biomembranas e lipoproteinas; e também,
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a formacdo de radicais livres, que podem induzir a modificacdo secundéria de outros
constituintes da membrana (GIROTTI, 2002).

As proteinas podem ser modificadas por reacdes envolvendo espécies reativas de
oxigénio. Entre essas reacdes, a carbonilacdo tem atraido grande atencdo devido a sua
natureza irreversivel e irreparavel. Quimicamente, a carbonilagdo oxidativa ocorre
preferencialmente nos aminoacidos prolina, treonina, lisina e arginina, sendo um tipo de
oxidacdo proteica que pode ser promovida por ERO, estando ligada a processos que
formam cetonas e/ou aldeidos que reagem com o DNPH (2,4 dinitrofenilhidrazina), para
formar hidrazonas detectaveis através de processos de espectrometria (WONG et al.,

2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial toxico, através de multiplos biomarcadores, dos herbicidas
atrazina e mesotriona de forma isolada e em mistura. Além disso, esclarecer se existem

diferencas de sensibilidade a esses herbicidas entre duas espécies da familia Cichlidae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Utilizar cinco concentragbes distintas da atrazina, um composto
reconhecidamente toxico a muitas espécies de peixes, para realizar uma comparagao entre
as respostas obtidas através de biomarcadores genéticos (ensaio cometa em eritrdcitos,
figado e branquias) e bioquimicos (SOD, GST, GSH, GPx, LPO e PCO) em O. niloticus
e G. brasiliensis, e determinar se existem diferencas entre elas quanto a sensibilidade a
contaminacdo com esse herbicida.

e Determinar o potencial toxico agudo da mesotriona, em 5 concentracfes
distintas, em O. niloticus e G. brasiliensis atraves do ensaio cometa em eritrocitos, figado
e brdnquias; e resposta ao estresse oxidativo através de biomarcadores bioquimicos (SOD,
GST, GSH, GPx, LPO e PCO);

e Avaliar através de biomarcadores genéticos (ensaio cometa em eritrgcitos,
figado e branquias) e bioquimicos (SOD, GST, GSH, GPx, LPO e PCO) em O. niloticus
e G. brasiliensis se existe interacdo entre 0s xenobioticos em trés tratamentos distintos:
M 1 (concentracdo maxima, de cada contaminante, que ndo apresenta alteracdes
significativas em macromoléculas em relagdo ao grupo controle), M 2 (concentragdo mais

baixa, de cada contaminante, que apresenta alteragdes significativas em macromoléculas
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em relagdo ao grupo controle ) e M 3 (mistura entre as maiores concentragdes utilizadas
de cada herbicida nos experimentos isolados). Caso exista, determinar se ocorre efeito

sinérgico, antagonista ou aditivo;
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo estdo apresentados na forma de capitulos, os quais
correspondem a artigos cientificos submetidos ou em fase de preparagdo. As referéncias

bibliograficas estéo reunidas no final desta tese.
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3.1 CAPITULO I

COMPARACAO DA RESPOSTA DE TOXICIDADE ENTRE UMA ESPECIE

DE PEIXE NATIVA E UMA INTRODUZIDA EXPOSTAS A ATRAZINA

L. D. S. Piancini?; I. C. Guiloski®: H. C. Silva de Assis: M. M. Cestari®

@Universidade Federal do Parana, Departamento de Genética, Curitiba, Parana,
Brasil

b Universidade Federal do Parana, Departamento de Farmacologia, Curitiba, Parana,
Brasil
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RESUMO

Em anos recentes, cresceu 0 numero de pesquisas utilizando peixes neotropicais
na avaliacdo de substéncias potencialmente danosas, ou em estudos de monitoramento
ambiental. Em contrapartida, peixes exoticos a regido neotropical sdo mais comumente
utilizados em trabalhos de toxicidade utilizando biomarcadores. O herbicida atrazina tem
um amplo potencial de contaminagdo em diferentes compartimentos do ambientais e é
um agente reconhecidamente danoso a salde de diversas espécies de peixes. Apesar do
crescente niumero de trabalhos com espécies neotropicais, atualmente ndo se sabe se ha
diferencas de resposta entre especies introduzidas e nativas da regido neotropical. Dessa
forma, submetemos duas epécies de ciclideos, O. niloticus (exdtica) e G. brasiliensis
(neotropical) a contaminagdo com atrazina em cinco diferentes concentragdes. O ensaio
cometa foi realizado em eritrocitos, branquias e figado. Esse ultimo tecido também foi
utilizado em andlises bioquimicas de LPO, PCO, GST, GPx, SOD e GSH. A atrazina
induziu estresse oxidativo e danos ao DNA nas duas espécies. No entanto, elas
responderam de forma diferente ao xenobidtico. O G. brasiliensis apresentou niveis
basais de estresse oxidativo e quebras ao DNA maiores do que O. niloticus. Apesar de G.
brasiliensis parecer ser um organismo mais sensivel a contaminagdo com a ATZ, O.
niléticos se mostrou mais adequada para ser utilizada em bioensaios utilizando

biomarcadores bioguimicos e de genotoxicidade.
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INTRODUCAO

Peixes servem como bioindicadores de poluicdo ambiental e podem ter um
importante papel na avaliagdo de risco associada a contaminacdo do ambiente aquético,
ja que eles estdo diretamente expostos aos agrotoxicos através do escoamento superficial
pelas chuvas ou indiretamente pela cadeia alimentar (NWANI et al., 2010). Peixes séo
dotados de mecanismos de defesa para neutralizar o impacto de espécies reativas de
oxigénio (ERO) resultante do metabolismo de varios quimicos ou xenobi6ticos. O
estresse oxidativo se desenvolve quando existe um desbalango na taxa entre pro-oxidantes
e antioxidantes, levando a geracdo de ERO. Contaminantes ambientais, como o0s
herbicidas, metais pesados e inseticidas sdo conhecidos por modular o sistema defensivo
antioxidante e causar danos a organismos aquaticos pela producéo de ERO (GHISI et al.,
2011; MELA et al., 2013a; MELA et al., 2013b). ERO, como o peroxido de hidrogénio
(H205), anion superéxido (0?) e radical hidroxila (OH?) em niveis acima do normal
podem reagir com macromoléculas potencialmente levando a inativacdo de enzimas,
peroxidacdo lipidica (LPO), danos ao DNA e até a morte celular (PENA-LLOPIS et al,
2003; BANUDEVI et al, 2006), porém em baixas concentracdes seus efeitos sdo menos
pronunciados. (NWANI et al., 2010)

Em anos recentes, cresceu 0 nimero de pesquisas utilizando peixes neotropicais
na avaliacdo de substancias potencialmente danosas, ou em estudos de monitoramento
ambiental. Dentre essas espécies, destacam-se o Rhamdia quelen (GHISI et al., 2011,
MELA et al., 2013a), Prochilodus lineatus (PAULINO et al., 2012a; PAULINO et al.,
2012b; SANTOS e MARTINEZ, 2012; MORENO et al., 2014), Hoplias malabaricus
(CESTARI et al.,, 2004; FERRARO et al., 2004; MELA et al., 2014), Geophagus

brasiliensis (BENINCA et al., 2012; OSORIO et al., 2013; VOIGT et al., 2014) e diversas
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espécies do género Astyanax (ERBE et al., 2010; ROSSI et al., 2011; AMORIM et al.,
2013), entre outras.

Em contrapartida, peixes exoticos a regido neotropical sdo mais comumente
utilizados em trabalhos de toxicidade, como o Salmo trutta (BELPAEME et al., 1996;
BOPP et al., 2008), Danio rerio (ZHU et al., 2011; BLAHOVA et al., 2013), Cyprinus
carpio (GUSTAVINO et al., 2001; XING et al., 2010), Oncorhynchus mykiss (WAN et
al., 2006; SALABERRIA et al., 2009) e Oreochromis niloticus (VENTURA et al., 2008;
AMORIM et al, 2013). Em outros continentes, como a Asia, também existe a
preocupacao em utilizar peixes nativos, como o caso de Channa punctatus, utilizado por
Nwani et al., (2011, 2014).

Atrazina (ATZ) é um herbicida seletivo triazinico utilizado desde os anos 1950
em cultivos como o milho, cana-de-agucar, soja, e outras culturas de folha larga
(AZEVEDO et al. 2004). ATZ tem um amplo potencial de contaminacdo em diferetnes
compartimentos do meio ambiente por causa de suas caracteristicas quimicas como alto
potencial de lixiviacdo e escoamento, alta persistencia no solo, hidrélise lenta, baixa
solubilidade em agua e absorcdo moderada a matéria organica (BOLOGNESI, 2003).
Estudos realizados nas duas Ultimas décadas mostraram que a ATZ é um dos herbicidas
mais frequentemente mais detectados em rios e corregos, sendo que concentracfes
detectadas em aguas de escoamento tem entre 0,2 a 20 pg.L™* (SELIM, 2003), porém, em
cdrregos adjacentes a areas de cultivo, esse valor pode alcancgar valores altissimos como
1000 pg.L? (GRAYMORE et al. 2001).

ATZ foi banida na Unido Europeia em 2004, bem como todos os produtos que
contenham esse principio ativo. Essa restricdo foi imposta principalmente porque a ATZ,
bem como seus produtos de degradacdo, estava excedendo 0.1 pg.L? em &guas

subterraneas em muitas localidades, e com seu uso continuado poderia inviabilizar a
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recuperacdo da qualidade dessas aguas (UE, 2004). O concelho nacional do meio
ambiente (CONAMA) limita a concentracdo maxima de ATZ em corpos d’agua para
preservacdo de espécies de agua doce em 2 pg.L? (BRASIL, 2005), mas mesmo essa
concentracdo é toxica para peixes (MELA et al. 2013a). Entretanto, concentragcdes muito
maiores que essa sdo encontradas em &aguas superficiais de rios proximos a areas
cultivadas no Brasil (ARMAS et al., 2007).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo continuamente produzidas pelo
metabolismo do O,. Enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD) e a
glutationa peroxidase (GPx) sequestram esses radicais livres prevenindo danos oxidativo.
As reacdes de biotransformacao envolvidas nas fases | e 11 de processos de metabolizacéo
de xenobioticos, que produzem compostos hidrofilicos essenciais para a eliminagédo de
toxinas dos organismos, sao uma fonte importante de ERO (STEGEMAN et al., 1992).
Numerosos estudos tem demonstrado que a exposicdo a ATZ em peixes afeta a defesa
por enzimas antioxidantes, causando um desbalanco entre a producéo e a eliminacédo de
ERO, resultando em stress oxidativo e danos aos tecidos (FATIMA et al., 2000; ELIA et
al., 2002; GUL et al., 2004; JIN et al., 2010). A conjugacdo da glutationa S-transferase
(GST) a ATZ para reduzir a glutationa (GSH) é a principal reacdo de fase 11 envolvida na
detoxificacdo da ATZ em muitos organismos, incluindo os peixes (EGAAS et al., 1993;
VAN DER OOST et al.,, 2003). GSH ¢ essencial para o sistema de defesa desses
organismos, ja que a atividade de GPx e GST dependem de GSH como substrato. Essa
molécula muda da forma reduzida (GSH) para a forma oxidada (GSSG) e é reciclada pela
glutationa redutase. Mudancas nesse sistema de defesa sdo indicativos de detoxificacao e
biotransformacdo de xenobidticos em animais (VAN DER OOST et al., 2003) e sdo
biomarcadores bioquimicos para o estresse oxidativo produzido pela ATZ (PAULINO;

SOUZA; et al., 2012).
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O estresse oxidativo esta comumente associado a danos celulares, especialmente
a macromoléculas como o DNA, lipideos e proteinas. A oxidacdo do DNA é uma das
formas mais comuns de causar quebras ao DNA (AZQUETA et al., 2009). A peroxidagéo
lipidica (LPO) é um dos danos mais importantes causados pelas ERO, sendo as
membranas celulares os locais mais susceptiveis a essas reagdes de oxidacao. A principal
modificacdo proteica originada pelo acréscimo de ERO relaciona-se diretamente a
oxidacdo de aminoéacidos contendo um grupo tiol, como as cisteinas. Muitos testes sdo
conhecidos para quantificar os danos a essas moléculas, como por exemplo o ensaio
cometa para 0 DNA, a peroxidacdo lipidica (LPO) para membranas, e a carbonilacdo
proteica (PCO) para as proteinas. Esses testes tem valores altamente preditivos como
biomarcadores de efeitos (LIVINGSTONE, 2003; FERREIRA et al. 2005; FILIPAK
NETO et al. 2007; OSORIO et al. 2013).

Muitas caracteristicas comuns a Geophagus brasiliensis e Oreochromis niloticus,
como grande distribuicdo ambiental, disponibilidade de aquisi¢cdo ou captura no ano todo,
facil aclimatacdo a condicGes laboratoriais e importancia comercial, fazem dessas
espécies potenciais bioindicadores para estudos de toxicidade. Dessa forma, o presente
trabalho busca fazer comparacOes de respostas toxicoldgicas e genotoxicoldgicas entre
essas duas espécies submetidas a contaminacdo hidrica com ATZ, utilizando nove

diferentes biomarcadores.
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MATERIAL E METODOS

A atrazina (ATZ, CAS n° 1912-24-9, pureza 98.8%, Sigma-Aldrich) foi diluida
em agua destilada, a 22 °C, em uma concentracéo de 0,022 g.L. A partir dessa solugio
mae as dilui¢des foram feitas nos aquarios nas concentragdes de 1,5; 6,25; 25; 100 e 400
ug.L™. Segundo Ventura et al. (2008), 25 pg.L? é a concentragdo aplicada em culturas
de milho. Os demais grupos testes foram calculados na grandeza de 4 para cima ou para
baixo de 25 pg.L?. A menor concentragdo, 1,5 pg.L™, é bem préxima a concentragéo
maxima de agrotdxicos permitida pela legislagdo brasileira (2 pg.L™) para dguas com o

intuito de preservacéo da vida aquatica (BRASIL, 2005).

Desenho experimental

Os espécimes de Oreochromis niloticus (tilapia) e Geophagus brasiliensis (acara)
foram adquiridos de uma piscicultura localizada na regido de Toledo-PR. Os peixes foram
aclimatados por 60 dias em tanques de 250 L de agua filtrada com aeragdo constante,
temperatura media de 22 °C e alimentados diariamente. Duas semanas antes de iniciar a
exposicdo a ATZ, 105 peixes foram transferidos para 7 aquéarios (15 peixes por aquario)
de 108 L com condigdes similares aos tanques. Um aquario foi destinado ao grupo
controle negativo (CN) com agua filtrada, um ao grupo controle positivo (MMS) e o0s
outros 5 as concentragdes de 1,5; 6,25; 25; 100 e 400 pg.L™.

Os peixes foram submetidos a contaminacgéo hidrica com ATZ em sistema estéatico
por um periodo de 96 horas, e 0s peixes pertencentes ao grupo controle positivo foram
expostos por 24 horas ao metil metano sulfonato por injecdo intraperitoneal na
concentracdo de 0,5 mg.kg?. Apos esse periodo os espécimes foram anestesiados com
benzocaina 10% e tiverem uma amostra de sangue coletada por puncéo da artéria caudal

e apds o sacrificio, por seccdo medular, tiveram seu figado e brénquias retirados para as
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analises. O figado foi retirado inteiro e colocado em uma placa de petri contendo PBS.
Uma pequena amostra do 6rgéo foi separada com o auxilio de um bisturi e colocado em
um microtubo contendo 500 uL de soro bovino fetal (SBF), a outra parte foi colocada em
um microtubo e armazenada a -80 °C para a realizagdo das analises bioquimicas. Foi
retirado o terceiro arco branquial do lado esquerdo de cada peixe, esse arco foi entdo
colocado em uma placa de petri e lavado com tampdo fosfato (PBS, pH 7,4). O arco ¢sseo
foi removido e apenas as lamelas foram transferidas para um microtubo contendo 500 pL

de SBF.

Ensaio Cometa

O ensaio cometa com eritrocitos (ECE) foi realizado de acordo com Speit e
Hartmann (1999), com modifica¢Bes segundo Ferraro et al. (2004) e Cestari et al. (2004).
Para o ensaio cometa com branquias (ECB) e figado (ECF), as amostras foram
mecanicamente homogeneizadas (homogenizer Tecnal — TE-103) a 1.500 RPM
(RAMSDOREF et al., 2009). 20 pL da suspencao celular foram retirados de cada amostra
e misturados com 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (Invitrogen, 0.5%). Os
passos seguintes foram realizados de acordo com Speit e Hartmann (1999).

De cada peixe, 100 nucledides de cada tecido foram analisados de acordo com a
classificacdo visual baseada na migracdo dos fragmentos de DNA a partir do nucleo. Os
resultados foram categorizados em classes de 0 (sem dano) a 4 (dano maximo) (COLLINS

et al., 1997).

Analises Bioquimicas
As amostras de figado foram descongeladas em gelo e pesadas, sendo

homogeneizadas na proporcdo 1:10 (m/V) em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0 com auxilio
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de micro-homogeneizador. O homogeneizado foi centrifugado por 30 minutos a 15.000
X g a 4°C, obtendo-se assim o sobrenadante, do qual foram retiradas aliquotas para cada
uma das andlises. Atividade da GST foi mensurada a 340 nm (KEEN et al., 1976). A
atividade da SOD foi mensurada a 440 nm de acordo com Gao et al. (1998). A atividade
da GPx foi mensurada a 340 nm de acordo com Paglia e Valentine (1976). A concentragdo
de GSH foi obtida de acordo com Sedlak e Lindsay (1968), mensurada a 415 nm. A
analise da lipoperoxidacdo (LPO) foi realizada através da avaliacdo da concentracdo de
hidroperdxidos de acordo com o proposto por Jiang et al. (1992). O contetdo de proteinas

carboniladas (PCO) foi determinada pelo método de Levine et al. (1994).

Analise Estatisticas

Os escores obtidos como resultados através do ensaio cometa é calculado através
de classes arbitrarias na analise visual, por esse motivo utilizou-se o teste ndo parametrico
de Kruskal-Wallis para se verificar se havia diferenca entre os entre 0s grupo, com pos
teste de Student-Newman-Kleus, com nivel de significancia de 0,05.

Os dados obtidos através das analises bioquimicas de GST, SOD, GPx, GSH, LPO
e PCO tiveram a normalidade testada pelo teste de Kolmogorov—-Smirnov. Quando 0s
dados obedeceram aos critérios de normalidade utilizou-se ANOVA de uma via, seguida
do pds teste de Tukey, com nivel de significancia de 0,05. Quando os dados ndo
obedeceram aos critérios de normalidade utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, com pos teste de Student-Newman-Kleus, com nivel de significancia de 0,05.

Para comparar as respostas dos biomarcadores entre as espécies foi utilizado
ANOVA de uma via ou Mann Whitney, quando os dados ndo obedeciam aos critérios da
normalidade. Foi feita comparacdo grupo a grupo para ver se havia diferenca entre as

espécies. Como cada espécie possui fisiologia diferente e nivel basal de concentragéo de
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enzimas, danos ao DNA, lipidios ou proteinas, inerentes a espécie, foi calculado a
diferenca entre a resposta de cada individuo e a média aritmética do grupo controle para
cada biomarcador. Por exemplo, para se calcular a diferenca do individuo 1 quanto a

lipoperoxidac&o no grupo exposto a 1,5 pg.L™:

Al = LPO115- X LPOcn

Onde:

Al: diferenca entre média e individuo 1;

LPO115: valor da concentracdo de hidroperdxidos no individuo 1 exposto a 1,5
ug.L* de ATZ

X LPOcn: média da concentracdo de hidroperdxidos no grupo controle negativo.
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RESULTADOS

Oreochromis niloticus

Através do ensaio cometa, pudemos observar aumento de dano ao DNA de
eritrocitos em relacdo ao grupo controle apenas na maior concentracdo (fig. 1A). Nos
hepatocitos (fig. 1B) observamos aumento de danos ao DNA nas concentracdes de 25,

100 e 400 pg.L™; e nas branquias (fig. 1C) nas concentragdes de 1,5; 25; 100 e 400 pg.L

1
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Figura 1: Escores do ensaio cometa de (A) eritrocitos, (B) figado e (C) branquias de O. niloticus expostas

a ATZ. * representa diferenca estatistica entre tratamento e CN, com p<0,05.
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A atividade da GST diminuiu no grupo 100 pg.L™ (fig. 2A) enquanto que a de
SOD aumentou nos grupos expostos a 25 e 400 pg.Lide ATZ (fig.2B). GPx ndo teve
alteracdo significativa em sua atividade (fig. 2C). A concentracdo de GSH diminuiu em
todos os tratamentos em relacdo ao CN (fig. 2D). Individuos expostos a 1,5 e 6,25 ug.L"
! de ATZ apresentaram concentragdes maiores de peroxidos lipidicos que os peixes do
grupo controle (fig. 2E), no entanto, ndo ocorreu diferenca na concentracdo de proteinas

carboniladas (fig. 2F).
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Figura 2: Analises bioquimicas em O. niloticus expostas a atrazina. (A) GST, (B) SOD. (C) GPx, (D) GSH,

(E) LPO e (F) PCO. * representa diferenca estatistica entre tratamento e CN, com p<0,05.
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Geophagus brasiliensis

Observamos aumento dos danos ao DNA de eritrécitos nos peixes submetidos as
duas maiores concentracdes da ATZ (figura 3A). Em hepatdcitos (figura 3B) e células
branquiais (figura 3C) ocorreu diferenga significativa entre o grupo controle e os animais

expostos as concentracdes superiores a 25 pg.L™.
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Figura 3: Escores do ensaio cometa de (A) eritracitos, (B) figado e (C) branquias de G.brasiliensis expostas

a ATZ. * representa diferenca estatistica entre tratamento e CN, com p<0,05.
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A atividade de GST néo diferiu entre os grupo (fig. 4A), no entanto a SOD

aumentou sua atividade no grupo 25 pg.L? (fig. 4B) e a GPx nos grupos expostos a 100

e 400 pg.L? de ATZ (fig. 4C). Ndo ocorreu diferenca entre controle e nenhum dos

tratamentos na concentracdo GSH (fig. 4D), LPO (fig. 4E) e de proteinas carboniladas

(fig. 3F).
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Figura 4: Anélises bioquimicas em G.brasiliensis expostos a atrazina. (A) GST, (B) SOD. (C) GPx, (D)

GSH, (E) LPO e (F) PCO. * representa diferenga estatistica entre tratamento e CN le, com p<0,05.
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Comparativo entre espécies

Uma visdo geral das diferencas entre as respostas dos biomarcadores testados nas
duas espécies pode ser visualizada na Tabela 01.

Quando comparados 0s grupos controle, as duas espécies apresentaram 0 mesmo
nivel basal de atividade da GPx. Os G. brasiliensis do grupo controle apresentaram danos
ao DNA mais acentuados em todos os tecidos testados e também apresentaram maior
concentracdo de LPO e atividade da SOD ao comparar com O. niloticus. Ja O. niloticus
apresentaram maior atividade de GST, bem como maior concentragdo de GSH e PCO em
relacdo aos G. brasiliensis.

Nos grupos expostos a 1,5 pg.L™, O. niloticus apresentaram concentragdo maior
de PCO e LPO emrelacéo a G. brasiliensis, e estes tiveram maior atividade de GST, SOD
e GSH do que O. niloticus.

Nos grupos expostos a 6,5 pug.L™ de ATZ, O. niloticus apresentaram atividade de
GPx e concentracdo de PCO aumentadas, e a atividade de SOD e quantidade de GSH
diminuidas quando comparados a G. brasiliensis.

Na concentracdo de 25 pg.L? de ATZ, os danos ao DNA de eritrdcitos e
hepatocitos, bem como a concentracdo de GSH foi maior em G. brasiliensis, ja a atividade
de GPx é menor nessa espécie em comparacdo a O. niloticus.

Nos grupos expostos a 100 pg.L? de ATZ, O. niloticus tiveram maior
concentracdo de lipoperoxidos, porém apresentaram menores escores no ECE, menor
concentracdo de GSH e atividade de GST em relacdo a G. brasiliensis.

Nas maiores concentragdes testadas do xenobidticos, O. niloticus teve mais danos
no ECE e maior atividade de SOD, porém menores concentracdo de GSH em relagédo a

G. brasiliensis.
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TABELA 1 - Diferencas de respostas entre as espécies frente a exposicdo com atrazina.

Controle 1,5 pg.L* 6,25 pg.L* 25 ug.L* 100 pg.L? 400 pg.L?

O. niloticus - _ - - +

ECE G. brasiliensis + - - n + .
O. niloticus - _ _ - _ _

ECF G. brasiliensis + B - + - =
O. niloticus - _ _ _ _ _

ECB G. brasiliensis + B B - - -
O. niloticus + - _ _ - —

GST G. brasiliensis - + - B + =
O. niloticus - - - _ _ +

SOD G. brasiliensis + + ¥ - = 3
O. niloticus _ _ + + - _

GPx G. brasiliensis B - - _ N =
GSH 0. nllqt_lcus_ + . - i _ N
G. brasiliensis + + + + +

O. niloticus - + _ _ + _

LPO G. brasiliensis + - - - } =
PCO O. niloticus + + + _ _ _

G. brasiliensis - - -

(+) representa diferenca estatistica entre as espécies para o biomarcador, sendo que esta tem maiores valores em relacao a outra;
() representa diferenca estatistica entre as espécies para o biomarcador, sendo que esta tem menores valores em relacéo a outra;
(=) as espécies ndo apresentam diferenca estatistica na resposta do biomarcador.



DISCUSSAO

De modo geral, os escores observados no ensaio cometa de todos os tecidos é
superior em G. brasiliensis com relagcdo a O. niloticus, mesmo quando se comparam 0s
grupos controle. Esse padrdo também é observado para a SOD e LPO. Levando em conta
que o préprio metabolismo celular promove geracdo de ERO, nossos dados mostram que
provavelmente, o G. brasiliensis tem maior producdo de radicais livres em seu
metabolismo, gerando danos naturais mais acentuados ao organismo.

Nos peixes as branquias, rins e intestinos desempenham um importante papel na
biotransformacao e excrecdo de xenobioticos, embora o figado seja o principal érgdo onde
esses processos ocorrem (VAN DER OOST et al., 2003) A metabolizacdo da atrazina
provavelmente se inicia na fase 1l do metabolismo de xenobioticos pela GST, visto que
em plantas e animais, este herbicida se conjuga facilmente a GSH e, portanto, a fase | tem
pouco impacto sobre a eliminacao desse composto (WIEGAND et al., 2001). Essa enzima
tem comportamento distinto entre as espécies testadas em nosso trabalho. Sua atividade
é diferente entre 0s grupos controles, sendo que a maior atividade é encontrada em O.
niloticus. No entanto, nos grupos tratados com atrazina, a GST tem atividade menor em
O. niloticus em relagdo ao acara nos tratamentos com 1,5 e 100 pg.L™, sendo que nessa
Gltima concentracdo, a atividade de GST ¢€ inibida significativamente em O. niloticus em
relacdo ao CN. A diferenca entre as espécies nesses dois grupos ndo se deve a um aumento
da atividade em G. brasiliensis, mas sim a uma inibicdo na outra espécie, pequena no
grupo 1,5 pg.L?, mas significativa no grupo 100 pg.L™. Esta reducdo na atividade da
GST em O. niloticus pode ser consequéncia dos baixos niveis de GSH, uma vez que ela
€ o principal substrato para a acdo da GST na metabolizacdo da ATZ, e ambos se
apresentaram diminuidos, provavelmente devido a grande demanda de conjugacdo do

herbicida coma GSH (WIEGAND et al., 2001).
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A biotransformacéo da ATZ em compostos hidrofilicos para facilitar sua excrecdo
é de extrema importancia. Esse herbicida, é dificilmente € bioacumulado devido sua facil
metabolizacdo (SOLOMON et al., 2008). No entanto, em ambas as espécies, pode estar
ocorrendo 0 oposto, uma vez que a ATZ poderia exaurir as possiveis vias para sua
detoxificagdo e, consequentemente, o herbicida estaria permanecendo dentro do
hepatdcito. Tal afirmacdo pode ser corroborada pelos resultados do ensaio do cometa em
hepatdcitos, no qual foi observado aumento significativo nos danos do DNA das duas
espécies expostas as concentrages de 25, 100 e 400 pg.L? de ATZ. Além disso, a
reducdo na atividade da GST em O. niloticus expostas a 100 pg.L* de ATZ corrobora
essa hipotese. Tal fendmeno acontece também em P. lineatus expostos a concentragdes
de 2 e 10 pg.L* de atrazina por 48 horas (SANTOS e MARTINEZ, 2012).

A ATZse conjuga facilmente a GSH (WIEGAND et al., 2001), e por essa razéo
ndo termos observado reducdo dessa enzima em G. brasiliensis tenha sido um resultado
ndo esperado. A concentracdo de GSH era maior no grupo controle em O. niloticus em
relacdo a G. brasiliensis. Em todos os tratamentos houve reducdo significa de GSH nas
em O. niloticus, mas ndo em G. brasiliensis. Quando comparadas as espécies, a
concentracdo era maior em G. brasiliensis em todos os grupos expostos a ATZ.
Aparentemente o herbicida se conjugou a GSH em O. niloticus, mas ndo em G.
brasiliensis. Reducdo nos niveis de GSH apds exposicdo a atrazina foi observada em
figado e ovarios de Danio rerio (JIN et al., 2010), figado de Rhamdia quelen (MELA et
al., 2013a), bem como em Prochilodus lineatus apds 48 h de exposicdo (SANTOS e
MARTINEZ, 2012). No entanto, em branquias dessa mesma espécie Paulino et al.
(2012b) ndo observaram alteracdes nos niveis de GSH em peixes expostos ao herbicida

por 48 horas e 14 dias. Ja Xing et al. (2015) observaram aumento da GSH em hepatdcitos
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de carpas expostas a 4,28 e 42,8 pg.L? de ATZ, porém reducdo no grupo exposto a 428
ug.Lt.

O esgotamento do conteudo celular de GSH abaixo de niveis criticos impede a
conjugacédo de xenobioticos, como ATZ, a GSH permitindo que estes se combinem com
outras macromoléculas (YAMANO, 1995). No entanto, os organismos sdo equipados
com enzimas interdependentes que atuam para aliviar 0 estresse oxidativo e reparar
macromoléculas danificadas. SOD e CAT sdo as principais enzimas na eliminagdo de
ERO formado durante a bioativacdo dos xenobidticos no tecido hepatico e a indugdo do
sistema SOD/CAT fornece a primeira linha de defesa contra ERO. SOD faz a ligagéo do
radical O, ao peroxido de hidrogénio (H20:) (SK e BHATTACHARYA, 2006). A
atividade dessa enzima foi maior em G. brasiliensis em relacdo a O. niloticus nos grupos
controle, 1,5 e 6,25 pg.L ™. No entanto, no grupo 25 pg.L™ em ambas as espécies sua
atividade aumenta significantemente em relacdo aos grupos controles, sendo que nado
difere entre as espécies. No grupo 100 pg.L™ também néo ha diferenca entre as espécies
quanto a atividade dessa enzima, porém a atividade ndo é significativamente superior aos
controles. Ja no tratamento 400 pg.L?, a atividade aumenta significantemente em O.
niloticus, mas ndo no acard. SOD parece desempenhar um papel importante em resposta
a contaminacdo com ATZ. Jin et al. (2010) observaram que a ATZ nas concentracdes de
100 e 1000 pg.L? induziu um aumento da atividade de SOD e CAT em figado de D.
rerio. Resultados similares foram reportados para outras espécies. Por exemplo, Qian et
al. (2008) reportaram que a ATZ nas concentragdes de 50 a 400 pg.L™? induziram um
aumento significativo dose dependente na atividade de SOD e CAT em Chlorella sp. (JIN
et al., 2010). Paulino et al. (2012b) observaram aumento na atividade de GST, SOD e
CAT em branquias de P. lineatus apds exposi¢do cronica a 10 pg.L™?, no entanto isso ndo

preveniu 0 aumento nos niveis de LPO.
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A enzima antioxidante GPx catalisa a reducdo do peréxido de hidrogénio, mas
com gasto de GSH (LIU et al., 2008). Entre os grupos controles das duas espécies, esse
foi 0 Unico biomarcador que apresentava resposta similar. O. niloticus apresentaram um
acréscimo na atividade dessa enzima em relagdo a G. brasiliensis nos grupos 6,5 e 25
ug.L™. No entanto, essa Gltima espécie apresenta induc&o significativa de GPx em relacdo
ao controle nos tratamentos 100 e 400 pg.L?. Essa maior concentragdo de ATZ
provavelmente também induziu aumento na atividade de GPx ndo significativo em
relagcdo ao controle em O. niloticus, pois ndo existe diferenga de resposta entre as duas
espécies. A falta de ativacdo da GPx em O. niloticus pode ser um mecanismo para
preservar o contedo de GSH na célula depois de um nivel critico, favorecendo a
conjugacdo da ATZ a GSH pela GST (VAN DER OOST et al., 2003). Em G. brasiliensis,
onde ndo vemos diminui¢do da concentracdo de GSH, notamos aumento significativo da
atividade de GPx nos tratamentos 100 e 400 pg.L?, mostrando que as ERO produzido
pela ATZ também pode ser combatido por essa enzima quando ndo ha decaimento na
concentracdo de GSH. Em uma espécie de bagre neotropical, o Rhamdia quelen, MELA
et al. (2013) observaram reducéo da concentracdo de GSH acompanhada de reducéo da
atividade de GPx em concentracdes de 2, 10 e 100 pg.L ™. No entanto, BLAHOVA et al.
(2013) observou aumento na atividade da glutationa peroxidase, bem como da SOD em
Danio rerio expostos a 30 pg.L? de ATZ, além de aumento significativo de LPO e
atividade da glutationa redutase (GR), responsavel pela reducdo da glutationa oxidada
(GSSG) e manutencéo dos niveis normais de GSH (SANTOS e MARTINEZ, 2012).

A consequéncia final do estresse oxidativo é a geracdo de danos a macromoléculas
como o DNA, lipidios ou proteinas. G. brasiliensis apresentaram niveis basais de danos
ao DNA e a membranas lipidicas maiores no grupo controle, porém menor dano a

proteinas. Nos dois menores tratamentos com ATZ, as concentracbes de proteinas
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carboniladas também sdo menores em O. niloticus, porém nos tratamentos acima de 25
essa diferenca ndo foi observada. MELA et al. (2013a) ndo encontraram aumento
significativo de PCO em R. quelen expostos a ATZ.

A LPO aumenta significantemente nos tratamentos 1,5 e 6,25 pg.L* em O.
niloticus, porém, esse aumento no grupo 6,5 pg.L* ndo reflete em uma diferenca entre as
espécies. Nas demais concentracfes de ATZ, para as duas espécies, ndo foi observado
aumento da LPO, e pelo menos uma enzima de resposta ao estresse oxidativo estava
aumentada significativamente em relacdo ao controle, com excecéo do grupo 100 pg.L*
em O. niloticus. Nesse mesmo tratamento observamos mais LPO em O. niloticus em
relacdo a G. brasiliensis. Aparentemente as enzimas envolvidas no processo de
eliminagdo de ERO parecem estar sendo eficientes nesses tratamentos, ndo levando a
formacdo de perdxidos lipidicos. Esse resultado se contrapde a dados encontrado na
literatura. Alguns trabalhos encontraram aumento na atividade de enzimas como a SOD,
GPx e GST, no entanto, 0 aumento da atividade dessas enzimas nao refletiu em menores
danos a membranas lipidicas em D. rerio (JIN et al., 2010; BLAHOVA et al., 2013), e
em P. lineatus (PAULINO et al., 2012b) expostos a ATZ.

Herbicidas triazinicos, incluindo a atrazina, sao capazes de se ligarem diretamente
ao DNA, através de mecanismos de intercalacdo e formacdo de aductos entre as bases
adenina e guanina (OLIVEIRA-BRETT E SILVA, 2002). O ensaio cometa revelou
aumento significativo de quebras ao DNA em figado e branquias na concentracao de 25
ug.L? para as duas espécies, e eritrocitos nos tratamentos 100 e 400 pg.L™ em G.
brasiliensis e apenas em 400 pg.L™ nos eritrocitos de O. niloticus. Quando comparadas
as espécies, danos a figado e sangue foram maiores em G. brasiliensis do que em O.
niloticus expostos a concentracdo de 25 pg.L™. Essa espécie também apresentou danos

mais acentuados que a outra em eritrocitos no tratamento 100 pg.L?. No entanto na

41



concentragdo 400 pg.L™, O. niloticus tiveram danos significantemente superiores ao
acara. A menor concentracdo teste causou aumento de danos ao DNA de células
branquiais de tilapia, no entanto, quando se compara as espécies, ndo existe diferenca
entre seus escores para esse grupo. A LPO pode ser utilizada como um marcador de
estresse oxidativo. Aumento de danos ao DNA acompanhado de aumento de LPO foi
observado apenas nas branquias de O. niloticus submetidas a menor concentracdo de
ATZ. Como discutido anteriormente, nos outros tratamentos onde havia alguma enzima
de resposta a ERO ativa, ndo observamos aumento de LPO, no entanto observamos danos
ao DNA nas duas especies. Esses dados indicam que os danos ao DNA observados nos
trés diferentes tecidos testados ndo estdo ligados a presenca de ERO nas ceélulas.
(SANTOS e MARTINEZ, 2012) obtiveram resultados similares na espécies P. lineatus,
onde ocorreu danos ao matéria genético nos mesmos tecidos analisados em nosso
trabalho. A atrazina tem seu potencial genotdxico demonstrado em varios tecidos de
diversas espécies de peixes (VENTURA et al., 2008; PIANCINI, 2011; NWANI et al.,
2011; CAVAS, 2011; SANTOS e MARTINEZ, 2012) e, neste caso, também esta
causando danos ao DNA de eritrocitos, células branquiais e hepatocitos das duas espécies

de ciclideos analisadas.
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CONCLUSOES

A ATZ induziu estresse oxidativo e danos ao material genético nas duas espécies
de peixes testadas. No entanto, elas responderam de forma diferente ao xenobiético. O G.
brasiliensis apresentou niveis basais de estresse oxidativo e quebras ao DNA maiores do
que O. niloticus, o que provavelmente é a causa de ndo termos observado variagdes nos
biomarcadores nessa espécie nas concentragdes mais baixas de ATZ. Mesmo assim, G.
brasiliensis parecem sofrer danos mais severos ao material genético causados pela
atrazina nas concentracdes de 25 e 100 pg.L™.

O modo de combater ERO gerado pela ATZ foi diferente entre as especies,
enquanto que em O. niloticus a GSH teve um grande decréscimo em todos os tratamentos,
provavelmente devido a ligacdo com a ATZ, a SOD (aumentada nos grupos 25 e 400
ug.L?) parece ser a principal enzima envolvida na eliminagéo de radicais livres. Em G.
brasiliensis, onde ndo ocorre reducdo da GSH, a GPx também esta envolvida no processo
de eliminacdo de ERO, notadamente nos dois tratamentos com as maiores concentracdes
do xenobiotico.

O. niloticos se mostrou mais adequada para ser utilizada em bioensaios utilizando
biomarcadores bioguimicos e de genotoxicidade, pois nessa especie € possivel
constatarmos alteracdes causadas pelo xenobidticos em concentragdes mais baixas,

permitindo uma andlise mais detalhada de causa-efeito da exposicéo.
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RESUMO

O uso de pesticidas e herbicidas se tornou parte integrante dos sistemas agricolas
modernos. E fato que o escoamento pela dgua de chuvas e sistemas de irrigacio séo a
fonte majoritaria de contaminantes agricolas para o ambiente aquatico, subsequentemente
deteriorando a qualidade da &gua. Alteracbes na composi¢do quimica natural desses
ambientes aquaticos podem afetar a fauna aquatica, particularmente os peixes Muitos
desses compostos, ou seus metabolitos, tem efeitos toxicos relacionados ao estresse
oxidativo e a danos ao DNA. A mesotriona esta entre 0s novos herbicidas que surgiram
como alternativa apds o banimento da atrazina na Europa. Desde entdo nenhum trabalho
utilizando biomarcadores foi realizado em qualquer espécie de peixes testando a
toxicidade desse composto. Objetivo do nosso trabalho foi testar o potencial de geracao
de estresse oxidativo e danos ao DNA em duas espécies de ciclideos expostas a
mesotriona em cinco concentracdes. O xenobidtico foi genotdxico em concentracfes
muito inferiores a concentrages de aplicacdo em campo (200 L.ha™) para as duas
espécies. A quantidade de GSH aumentou, bem como a atividade da GPx em O. niloticus,
e a GST e SOD em G. brasiliensis. A mesotriona também foi capaz de causar danos
oxidativos a lipideos, mas ndo a proteinas nos ciclideos testados. Apesar de nao parecer
danosa na possivel concentracdo encontrada na natureza, nossos resultados mostram que
deve-se ter cautela no uso desse herbicida, pois em concentracdes baixas ele foi capaz de

induzir genotoxicidade e geracdo de estresse oxidativo em peixes.
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INTRODUCAO

Herbicidas sdo agentes utilizados para destruir plantas daninhas e datam de antes
de Cristo, quando os Romanos utilizavam lixo organico para manter as estradas. A partir
de 1.800 d.C. intensificou-se 0 uso de herbicidas inorganicos como sulfato de cobre,
sulfato de aménio, arsenito de sodio e clorato de potassio na agricultura, pois com o
cultivo de plantas de uma mesma espécie, teve inicio, também, o desenvolvimento de
pestes e pragas na agricultura. Somente em 1935 foi produzido o primeiro herbicida
orgéanico, DNOC (2-metil-3,5-dinitrofenol), e a partir da década de 40 seguiu-se uma
crescente producdo e diversificacdo de herbicidas (JACOMINI, 2002).

A poluicdo de ambientes aquaticos por pesticidas tem aumentado, acompanhando
0 crescimento do uso extensivo desses compostos na agricultura. Uma vasta quantidade
de pesticidas é, ou ja foi, utilizados na agricultura e também tiveram sua toxicidade
testadas, sendo que muitos deles tiveram suas propriedades prejudiciais a espécies
naturais comprovadas. Dentre os herbicidas, os mais bem estudados, com diversos
trabalhos publicados mostrado efeitos adversos a fauna aquatica, sao glifosato (ROSSI et
al., 2011; GHISI, 2013), atrazina (VENTURA et al., 2008; PIANCINI, 2011; NWANI et
al., 2011; MELA et al., 2013a; XING et al., 2015), 2-4-D (MARTINEZ-TABCHE et al.,
2004; ATEEQ et al., 2005; GONZALEZ et al., 2005; ATAMANIUK et al., 2013;
MATVIISHYN et al., 2014), entre outros.

Em anos recentes, surgiu uma nova classe de herbicidas, as tricetonas. Dentre
estes, destaca-se 0 mesotrione (2-(4-mesyl-2-nitrobenzoyl)cyclohexane-1,3-dione). Ele é
classificado como um herbicida seletivo, com aplicacdo pré ou pos-emergéncia para o
controle de folhas largas anuais e gramineas na cultura do milho (JOHNSON et al., 2002).
O mesotrione € obtido através do isolamento de um aleloquimico leptospermone

secretado pela planta da espécie Callistemon citrinus (FREITAS et al., 2004). Os
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aleloguimicos sdo compostos secretados por um determinado organismo, capazes de
inibir ou estimular seu desenvolvimento e/ou crescimento de outros componentes do
ambiente (RICE, 1984). Estes compostos podem ser encontrados nas sementes, folhas,
caules e raizes das plantas em quantidades variaveis (PEIXOTO, 1999). Mesotrione é
pouco estavel no ambiente, e é detectado no solo e &gua apenas em um pequeno periodo
de tempo ap6s sua aplicagio (BARCHANSKA et al, 2012). Devido a essas
caracteristicas quimicas e ao banimento da atrazina pela Unido Europeia, este composto
ganhou um grande mercado a partir de 2004.

Por ser uma substéncia relativamente nova no mercado, existem pouquissimos
trabalhos que testaram possiveis efeitos toxicos desse composto. Bonnet et al. (2008)
testaram a toxicidade da mesotriona, de dois metabolitos, e do produto formulado
Callisto® em duas especies de microoganismos. Valiente Moro et al. (2012) testaram 0s
efeitos desse composto em 3 especies de microalgas. Crouzet et al. (2010) testaram
possiveis efeitos sobre a comunidade microbiana do solo, e finalmente, Kreutz et al.
(2008) avaliaram a CLso desse composto no peixe neotropical Rhamdia quelen.

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo continuamente produzidas pelo
metabolismo do O,. Enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD) e a
glutationa peroxidase (GPx) sequestram esses radicais livres prevenindo danos oxidativo.
GSH ¢é essencial para o sistema de defesa desses organismos, ja que a atividade de GPx e
GST dependem de GSH como substrato. Essa molécula muda da forma reduzida (GSH)
para a forma oxidada (GSSG) e é reciclada pela glutationa redutase (GR). Mudancas
nesse sistema de defesa sdo indicativos de detoxificacdo e biotransformacdo de
xenobidticos em animais (VAN DER OOST et al.,, 2003) e sdo biomarcadores
bioguimicos para o estresse oxidativo produzido por xenobioticos (PAULINO et al.,

2012b). ERO também pode causar danos as macromoléculas, como os lipideos, através
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da peroxidacdo lipidica (LPO) nas membranas, nas proteinas pela carbonila¢do proteica
(PCO) pela oxidacdo de aminoacidos, e também quebras ao DNA (AZQUETA et al.,
2009), que podem ser avaliadas através do ensaio cometa. Todos esses parametros podem
ser avaliados e tem valores altamente preditivos como biomarcadores de efeitos
(LIVINGSTONE, 2003; FERREIRA et al. 2005; FILIPAK NETO et al. 2007; OSORIO
et al. 2013).

Peixes tem sido modelos experimentais eficientes para a avaliacdo do potencial
toxico de muitos compostos, bem como na avaliacdo da salde de ambientes aquaticos
expostos a poluicédo. G. brasiliensis e O. niloticus foram escolhidos como bioindicadores
no presente trabalho por diversas razdes, que incluem sua facil adaptacdo a condigcdes
laboratoriais, sua ampla distribuicdo geogréafica, importancia econémica e facil obtencéo,
além de serem amplamente consumidos por humanos. Apesar de estar sendo utilizada em
campo a mais de 15 anos, existem pouquissimos estudos que avaliam possiveis efeitos
adversos da mesotriona em organismos vivos, e nenhum teste realizado em peixes
utilizando biomarcadores foi realizado. Dessa forma, o presente trabalho tem o objetivo
de avaliar se esse composto pode gerar estresse oxidativo e danos ao DNA nessas duas

espécies de ciclideos economicamente importantes.
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MATERIAL E METODOS

Foi preparada uma solucdo estoque de mesotriona (CAS n° 104206-82-8, pureza
99,5%, Sigma-Aldrich) na concentragdo de 136,40 mg.L™ em &gua destilada a 22 °C.

Os peixes foram expostos a mesotriona nas concentragdes de 1,8; 7; 30; 115 e 460
ug.Lt, sendo que 1,8 pg.L-1 é uma concentracdo ecologicamente relevante, pois é a
concentracdo carreada a corpos d’agua pela chuva (BARCHANSKA et al., 2012). As
demais concentracdes foram calculadas na magnitude de, aproximadamente, 4x a partir
dessa concentracdo. S6 foram testadas concentracbes maiores a de carreamento pela
chuva pelo fato de a dose de aplicacido em campo (200 L.ha) desse composto ser muito

superior a esse valor (SUTTON et al., 2002).

Desenho experimental

Os espécimes de O. niloticus (tilapia) e G. brasiliensis (acard) foram adquiridos
de uma piscicultura localizada na regido de Toledo-PR. Os peixes foram aclimatados por
60 dias em tanques de 250 L de agua filtrada com aeracdo constante, temperatura média
de 22 °C e alimentados diariamente com racdo comercial. Duas semanas antes de iniciar
a exposicdo a mesotriona, 105 peixes foram transferidos para 7 aquarios (15 peixes por
aquario) de 108 L com condicdes similares aos tanques. Um aquério foi destinado ao
grupo controle negativo (CN), um ao grupo controle positivo (MMS) e os outros as 5 as
concentracdes teste. Foram feitos dois experimentos separados, um para cada espécie,
sendo que em nenhum momento, durante aclimatacdo e exposicdo, peixes de espécies
diferentes compartilharam o mesmo ambiente.

Os animais foram submetidos a contaminacdo hidrica com mesotriona por um
periodo de 96 horas em sistema estatico, € 0s peixes pertencentes ao grupo controle

positivo foram expostos por 24 horas ao MMS por injecdo intraperitoneal na concentracao
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de 0,5 mg.kg?. Apés o periodo de exposicio, os peixes foram anestesiados com
benzocaina 10% e tiverem uma amostra de sangue coletada por puncédo da artéria caudal,
sendo posteriormente sacrificados por secgdo medular e tiveram o figado e as branquias
retirados. O figado foi retirado inteiro e colocado em uma placa de petri. Uma pequena
amostra do 6rgéo foi separada com o auxilio de um bisturi e colocado em um microtubo
contendo 500 pL de soro bovino fetal (SBF), a outra parte foi colocada em um microtubo
e armazenada a — 80 °C para a realizacdo das analises bioquimicas. Foi retirado o terceiro
arco branquial do lado esquerdo de cada peixe e imediatamente lavado em tampéo fosfato
(PBS, pH 7,4). O osso do arco foi removido e apenas as lamelas foram transferidas para

um microtubo contendo 500 pL de SBF.

Ensaio Cometa

O ensaio cometa com eritrocitos (ECE) foi realizado de acordo com Speit e
Hartmann (1999), com modifica¢Bes segundo Ferraro et al. (2004) e Cestari et al. (2004).
Para o ensaio cometa com branquias (ECB) e figado (ECF), as amostras foram
mecanicamente homogeneizadas (homogenizer Tecnal — TE-103) a 1.500 RPM
(RAMSDOREF et al., 2009). 20 pL da suspencéo celular foram retirados de cada amostra
e misturados com 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (Invitrogen, 0.5%). Os
passos seguintes foram feitos de acordo com Speit e Hatmann (1999).

De cada peixe, 100 nucledides de cada tecido foram analisados de acordo com a
classificacdo visual baseada na migracdo dos fragmentos de DNA a partir do nucleo. Os
resultados foram categorizados em classes de 0 (sem dano) a 4 (dano maximo) (COLLINS

et al., 1997).
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Analises Bioquimicas

As amostras de figado foram descongeladas em gelo e pesadas, sendo
homogeneizadas na proporcéo 1:10 (m/V) em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0 com auxilio
de micro-homogeneizador. O homogeneizado foi centrifugado por 30 minutos a 15.000
X g a 4°C, obtendo-se assim o sobrenadante, do qual foram retiradas aliquotas para cada
uma das andlises. Atividade da GST foi mensurada a 340 nm (KEEN et al., 1976). A
atividade da SOD foi mensurada a 440 nm de acordo com GAO et al. (1998). A atividade
da GPx foi mensurada a 340 nm de acordo com PAGLIA & VALENTINE (1976). A
concentracdo de GSH foi obtida de acordo com SEDLAK & LINDSAY (1968),
mensurada a 415 nm. A analise da lipoperoxidacdo (LPO) foi realizada através da
avaliacdo da concentracdo de hidroperédxidos de acordo com o proposto por JIANG et al.
(1992). O conteudo de proteinas carboniladas (PCO) foi determinada pelo método de

LEVINE et al. (1994).

Analise Estatisticas

Os escores obtidos como resultados através do ensaio cometa é calculado atraves
de classes arbitrarias na analise visual, por esse motivo utilizou-se o teste ndo parametrico
de Kruskal-Wallis para se verificar se havia diferenca entre os entre 0s grupo, com pos
teste de Student-Newman-Kleus, com nivel de significancia de 0,05.

Os dados obtidos através das andlises bioquimicas de GST, SOD, GPx, GSH, LPO
e PCO tiveram a normalidade testada pelo teste de Kolmogorov—-Smirnov. Quando 0s
dados obedeceram aos critérios de normalidade utilizou-se ANOVA de uma via, seguida
do pds teste de Tukey, com nivel de significancia de 0,05. Quando os dados ndo
obedeceram aos critérios de normalidade utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-

Wallis, com pos teste de Student-Newman-Kleus, com nivel de significancia de 0,05.
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RESULTADOS

Oreochromis niloticus

A mesotriona mostrou-se genotoxica a eritrocitos de O. niloticus nas

concentragdes de 7, 115 e 460 ug.L™ (fig. 1A). Em hepatdcitos (fig. 1B) e branquias (fig.

1C) o xenobidtico causou danos ao DNA apenas nas duas maiores concentragoes, 115 e

460 pg.L™.
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Figura 1: Escores do ensaio cometa de (A) eritrocitos, (B) figado e (C) branquias de O. niloticus expostas
a mesotriona. * representa diferenca estatistica entre tratamentos e CN, com p<0,05.
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N&o ocorreu alteracdo na concentracdo das enzimas GST (fig. 2A) e SOD (fig.

2B). A atividade de GPx aumentou nos peixes expostos a 7, 30, 115 e 460 pg.L? de

mesotriona (fig. 2C), ja a concentracdo da GSH foi maior nos tratamentos 7, 30 e 460

ug.L? (fig. 2D). A quantidade de perdxidos lipidicos (fig. 2E) e proteinas carboniladas

(fig 2F) néo se alterou em relagdo ao CN.
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Figura 2: Andlises bioquimicas em O. niloticus expostas & mesotriona. (A) GST, (B) SOD, (C) GPx, (D)
GSH, (E) LPO e (F) PCO. * representa diferenca estatistica entre tratamentos e CN, com p<0,05.

53



Geophagus brasiliensis

A mestriona induziu quebras ao DNA de eritrdcitos de G. brasiliensis expostos a
30, 115 € 460 pg.L™ (fig. 3A). Em hepatdcitos observou-se aumento no escore dos peixes
submetidos a 30 e 460 pg.L™ (fig. 3B), enquanto que em células das branquias apenas o

tratamento com 115 pg.L™ de mesotriona induziu aumentou o escore significativamente

(fig. 3 C).
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Figura 3: Escores do ensaio cometa de (A) eritrécitos, (B) figado e (C) branquias de G. brasiliensis expostos
a mesotriona. * representa diferenca estatistica entre tratamentos e CN, com p<0,05.
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A GST foi induzida nas concentracdes de 7, 30 e 115 ug.L? (fig. 4A), e a SOD
nas concentragbes 115 e 460 pg.L? de mestriona. A atividade da GPx (fig. 4C), bem
como a concentracdo da GSH n&o se alterou em relacdo ao controle em nenhum
tratamento. A peroxidacéo lipidica foi significantemente induzida na concentragdo de 115
ug.L? (fig. 4E). Mesmo tendo um aumento aparente de proteinas carboniladas nos grupos
1,8; 7; 115 e 460 pg.L™ de mesotriona, ndo ocorreu diferenca significativa em relagdo ao

grupo controle (fig. 4F).
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Figura 4: Anélises bioquimicas em G. brasiliensis expostos a mesotriona. (A) GST, (B) SOD, (C) GPx, (D)
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DISCUSSAO

Danos ao DNA podem ser causados por diferentes fatores, incluindo as quebras
por consequéncia de estresse oxidativo, ligacdo direta do xenobidtico ou de seus
metabdlitos ao material genético. O. niloticus expostos a mesotriona tiveram danos ao
DNA nos trés tecidos testados nas duas maiores concentracdes, além da concentracéo 7
ug.L? nos eritrécitos. G. brasiliensis também tiveram danos significativos ao DNA em
todos os tecidos testados. Nos eritrdcitos, ocorreu aumento nas concentracdes de 30, 115
e 460 pg.L?, nos hepatdcitos nos tratamentos 30 e 460 pg.L™* e as branquias tiveram um
pequeno aumento, porém significativo, apenas no grupo 115 pg.L™.

Muitos pesticidas s@o agentes reconhecidamente genotdxico. Piancini (2011)
encontrou efeitos genotoxicos em Rhamdia quelen expostos a atrazina (2, 10 e 100 pg.L
1) através do teste do microndcleo pisceo e do ensaio comenta de eritrocitos e branquias.
O mesmo herbicida (nas concentragGes de 6,25; 12,5 e 25 pg.Lt) aumentou a frequéncia
de alteracdes morfoldgicas nucleares e as quebras ao DNA em tilapia (VENTURA et al.,
2008). GHISI et al. (2013) encontraram aumento significativo de danos ao material
genético de células sanguineas e hepatdcitos de Corydoras paleatus expostos a
concentragdes subletais de glifosato. Esse mesmo herbicida causou quebras ao DNA, bem
como aumento de estresse oxidativo em Astyanax sp. (ROSSI et al., 2011). Outro
herbicida triazinico, o 2-4-D (75 e 150 mg.L?) também foi capaz de induzir estresse
oxidativo e genotoxicidade em Oncorhynchus mikiss (MARTINEZ-TABCHE et al.,
2004).

Nossos dados mostram que, ndo diferentemente dos demais herbicidas
extensamente utilizados na agricultura, a mesotriona é capaz de induzir danos ao material
genético de peixes tanto em células do sistema circulatorio (como os eritrocitos) quanto

em células de tecidos hepaticos e branquiais.
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Apesar de ndo observarmos aumento na formacao de peroxidos lipidicos (LPO)
no figado de O. niloticus, a concentracdo de GPx estava elevada em quase todos 0s grupos
teste, e a GSH nos grupos 7, 30 e 460 pg.L™ . GSH serve como molécula endobidtica na
detoxificagc@o de diversos substratos (ARMSTRONG, 1997; VAN BLADEREN, 2000) e
na reducdo de hidroperoxidos organicos (ROOH) pelas GST (ARTEEL e SIES, 2001).
Além disso, 0 GSH participa na reducdo do préprio H-O> nas reacdes catalisadas pelas
glutationa peroxidases (GPx) e reage prontamente com HO™ (NETO, 2007). Portanto, o
aumento de GSH e GPx indicam que o sistema de protecao a hidroperoxidos estava ativo,
e protegendo os organismos contra danos a macromoléculas como lipideos e proteinas,
mas ndo o DNA. A inducdo de estresse oxidativo por pesticidas é bem estudada,
ocorrendo em diversas espécies, incluindo peixes. (MELA et al., 2013a), observaram uma
diminuicdo na expressao das enzimas GPx, GST e CAT, acompanhadas de uma reducao
nas concentracdes de GSH e GR em Rhamdia quelen expostos ao herbicida atrazina. Esse
herbicida tem a capacidade de se ligar a GSH, diminuindo sua concentracdo, bem como
a atividade de GST e GPx, que utilizam essa molécula como substrato. Nessa mesma
espécie, Glusczak et al. (2007) observaram aumento de ERO em mdsculo de R. quelen
expostas a 0,2 e 0,4 mgL* de glifosato. Aumento da concentracdo de SOD e GPx também
ocorreu em branquias de Carassius auratus expostos ao herbicida 2-4-D (ATAMANIUK
et al., 2013).

Nos G. brasiliensis a concentracdo de superdxido dismutase (SOD) estava
aumentada nos grupos 115 e 460 pg.L™, mostrando que os organismos estavam reagindo
a presenca de ERO. Uma das primeiras enzimas a atuar na defesa contra ERO é a SOD,
capaz de converter o anion superéxido em oxigénio e perdéxido de hidrogénio. O peréxido
de hidrogénio, por sua vez, sera eliminado pela acdo da enzima catalase (CAT),

transformando-se em oxigénio e agua, ou entdo sera neutralizado por outra enzima, a
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GPx, capaz de degradar esse e outros tipos de peroxidos através da oxidacdo da GSH
(SANTOS e MARTINEZ, 2012). Nossos resultados ndo evidenciam aumento da GPx
nessa espécie, porém, ocorre aumento significativo da GST nos grupos 7, 30 e 115 pg.L
1 A GST esta presente no citosol de muitas células catalisando a conjugagdo da GSH com
compostos de nucleo eletrofilico e também atua na eliminacéo de radicais de oxigénio e
intermediéarios reativos (RIOL et al., 2000), que por ventura podem estar sendo formados
a partir da acdo da superoxido dismutase.

A mesotriona € um composto de rapida degradacdo, porém, concentracBes de
aproximadamente 1,8 pg.L™* de mesotriona pode ser carreada pela chuva para dentro dos
corpos d’agua. Essa concentracdo foi testada em nosso trabalho, € nao se mostrou
genotoxica nem induziu qualquer tipo de alteracdo a nivel bioquimico. Kreutz et al.
(2008) avaliou a CLso de varios pesticidas a espécie de peixe neotropical Rhamdia quelen,
e constatou que a mesotriona tem uma concentracdo letal muito superior a outros
pesticidas. Enquanto a CLso da mesotriona é 532 mg.L™ para essa espécie, a CLso de
pesticidas como o glifosato, atrazina e tebuconazole sdo 7,3 mg.L?, 7,2 mg.L? e 5,3
mg.L™, respectivamente.

O fato da mesotriona ser rapidamente degrada no solo ndo quer dizer que o
produto ndo € toxico ao meio ambiente. Nem todos os produtos de degradacdo desse
herbicida sdo conhecidos. MNBA (4-methylsulfonyl-2-nitrobenzoic acid) e AMBA (2-
amino-4- methylsulfonylbenzoic acid), entre outros metabdlitos da mestoriona, sdo
encontrados juntos com o produto parental no solo e na dgua (ALFERNESS e WIEBE
2002). BONNET et al. (2008) compararam a toxicidade da atrazina com a da mesotriona
e seu produto formulado comercial (Callisto®), além de seus dois metabdlitos mais
conhecidos (MNBA e AMBA) em dois microrganismos utilizados em ensaios de

ecotoxicidade, o eucarioto T. pyriformis e o procarioto V. fischeri. Os resultados
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mostraram que o produto formulado Callisto® é mais toxico para as duas espécies em
relacdo a atrazina, além de ser aproximadamente 80x mais toXico que 0 mesotrione para
V. fischeri. Para esse mesmo microrganismo, um dos produtos de degradacdo, 0o AMBA
foi aproximadamente 6x mais toxico que a mesotriona. Em outro trabalho, Ter Halle e
Richard (2006) mostraram que muitos fotoprodutos sdo formados na dgua na natureza,
mas apenas trés foram identificados, sendo o MNBA um deles. AMBA foi identificado
como um metabdlito presente entre muitos, em relativamente alta concentracdo, entre 0s
produtos da biotransformacao na linhagem bacteriana Bacillus sp. 3B6 (DURAND et al.

2006a; 2006b).
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CONCLUSOES

Nossos dados séo pioneiros na utilizagdo de biomarcadores em peixes para testar
possiveis efeitos adversos da mesotrione. Para as duas espécies o composto foi
genotdxico em concentracdes muito inferiores a concentracdes de aplicagdo em campo,
bem como foi induzido a resposta de enzimas de resposta a ERO. A quantidade de GSH
aumentou, bem como a atividade da GPx nas s, e a GST e SOD em G. brasiliensis. A
mesotriona também foi capaz de causar danos oxidativos a lipideos, mas ndo a proteinas.

Apesar de ndo parecer danosa na concentragdo atualmente encontrada na natureza,
nossos resultados mostram que deve-se ter cautela no uso desse herbicida, pois em
concentracdes baixas ele foi capaz de induzir genotoxicidade e geracdo de ERO em
peixes. Soma-se a isso o fato de que um dos produtos de degradacdo no solo e agua
apresenta maior toxicidade do que a prépria mesotriona em V. fischeri, além de que o
produto formulado utilizado no campo é mais toxico do que o principio ativo testado em
nosso trabalho. Dessa forma, para que se tenha um conhecimento mais amplo do real
potencial de contaminacdo da mesotriona ao meio ambiente, faz-se necessario mais testes
de toxicidade desse composto, identificando seus metabdlitos, bem como do produto

comercial.
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3.3 CAPITULO Il

AVALIACAO AGUDA DO POTENCIAL GENOTOXICO E DE INDUCAO DE
ESTRESSE OXIDATIVO DA MISTURA DOS HERBICIDAS ATRAZINA E

MESTRIONA EM DUAS ESPECIES DE CICLIDEOS
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RESUMO

O uso de pesticidas aumentou nas ultimas décadas, com a transformacdo de
sistemas de producdo agricola convencionais em sistemas altamente tecnologicos. A
mistura de herbicidas tem sido utilizada como uma alternativa visando aumentar o
espectro de controle das plantas daninhas e a eficAcia dos herbicidas. Organismos
aquaticos, como 0s peixes, sd0 suscetiveis a exposicdo a misturas de quimicos
provenientes de atividades agricolas. Com a crescente utilizacdo da mistura entre atrazina
e mesotriona nos cultivares de milho em diversas localidades, faz-se necesséario testar se
essa mistura pode alterar as caracteristicas toxicas desses dois compostos em peixes. Foi
feita a avaliacdo dessa mistura em trés tratamentos distintos, através de biomarcadores de
estresse oxidativo e danos ao DNA em duas espécies de peixes. Nossos resultados
mostram que a mistura entre atrazina e mesotriona causou poucas alteracfes de resposta
ao estresse oxidativo. No entanto a combinacdo desses herbicidas levou a danos ao
material genético de ambas as espécies em concentragdes que quando isoladas nédo
causam tal efeito. O aumento da frequéncia de alteracbes morfoldgicas nucleares e
micronucleos mostra que essa combinacédo € potencialmente citotoxica, e em O. niloticus

reduz a renovacao dos eritrocitos circulantes.
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INTRODUCAO

Peixes servem como bioindicadores de poluicdo ambiental bem como na avaliagéo
de risco associada a contaminagdo do ambiente aquatico, pois estes animais estdo
diretamente expostos aos quimicos provenientes da producdo agricola, seja pelo
escoamento superficial pelas chuvas ou indiretamente pela cadeia alimentar (NWANI et
al., 2010). Além disso, o uso de pesticidas aumentou nas ultimas décadas, com a
transformacdo de sistemas convencionais em sistemas altamente tecnolégico para
satisfazer a demanda mundial por alimentos, ra¢des, fibras e combustiveis (BRODEUR
et al., 2014)

A cultura do milho esta entre as mais importantes do Brasil com uma area plantada
em torno del4 milhdes de hectares e produtividade média de 3.670 kg/ha (IBGE, 2009).
As condicdes edafoclimaticas destacam o Brasil como um pais de grande potencial para
a cultura do milho, entretanto, o clima tropical é também muito propicio a ocorréncia de
uma grande quantidade de plantas daninhas. Existem diversos métodos para se controlar
as plantas daninhas na agricultura, sendo os mecénicos e o controle quimico 0s mais
utilizados. Alem disso, as misturas de herbicidas tem sido utilizadas como uma alternativa
visando aumentar o espectro de controle das plantas daninhas e a eficacia dos herbicidas.
(ZAGONEL e FERNANDES, 2007).

Diversos pesticidas e contaminantes sdo frequentemente encontrados em baixas
concentragdes ao longo do ano, sendo que herbicidas sdo detectados em cerca de 70-90%
das amostras na América do orte (GILLIOM et al., 2006; GIROUX e PELLETIER, 2012).
A atrazina (ATZ) é utilizada desde os anos 1950 em diversos cultivares (Azevedo et al.
2004), no entanto esse herbicida tem um amplo potencial de contaminagdo em diferentes
compartimentos ambientais, como o solo, aguas superficiais e subterraneas

(BOLOGNESI 2003). As concentracdes detectadas em &guas de escoamento estdo entre
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0,2 a 20 pg.L? (SELIM, 2003), enquanto em corregos e rios adjacentes a areas de cultivo
esse valor pode alcancar até 1000 pg.L? (GRAYMORE et al., 2001). A ATZ foi banida
na Unido Europeia em 2004, mas continua sendo utilizada em grande quantidade nos
demais continentes, inclusive no Brasil.

Para substituir a ATZ, diversos herbicidas seletivos foram desenvolvidos, dentre
eles a Mesotriona, 0 S-metolachlor, o benoxacor e o nicosulfuron. Esses produtos
pertencem a diferentes familias e tem diferentes modos de acdo (JOLY et al., 2013).
Apesar disto, nos paises onde a ATZ ndo foi banida, esses herbicidas ganharam espaco,
sendo utilizados em mistura com a ATZ para que 0 espectro de acdo herbicida da
aplicacdo em campo seja ampliado (JAMES et al., 2006; ZAGONEL e FERNANDES,
2007). A mesotriona é classificada como um herbicida seletivo, com aplicacdo pré ou
pOs-emergéncia para o controle de folhas largas anuais e gramineas na cultura do milho
(JOHNSON et al., 2002). Aumento na toxicidade do produto comercial formulado
(Callisto®) comparado ao principio ativo e dois produtos de degradacdo da mesotriona
(MNBA e AMBA) foi encontrado por Bonnet et al., (2008). Kreutz et al. (2008) avaliaram
a CLso da mesotriona em Rhamdia quelen, encontrando valores de 532 mg.L™?, muito
superior em comparacao a outros herbicidas, como a atrazina, que tem a CL5o para essa
mesma espécie na concentragdo de 10,2 mg.L™.

Organismos aquaticos, como 0s peixes, sdo suscetiveis a exposicdo a misturas de
quimicos provenientes de atividades agricolas, com flutuacdo de composicdo e
concentracdo dessas misturas (BRODEUR et al., 2014). A quantificacdo e a
caracterizacdo da toxicidade de misturas especificas é de extrema importancia uma vez
que ira, eventualmente, permitir o desenvolvimento de métodos para avaliar o risco que

elas representam no mundo real (MUMTAZ, 2010).
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Biomarcadores sdo respostas mensuraveis nos peixes usadas para integrar dados
bidticos (bioindicadores) e abidticos (exposicdo a um contaminante), e providenciar
informacdes sobre a acdo do xenobidtico (VAN DER OOST et al. 2003). Espécies
reativas de oxigénio (ERO) sdo continuamente produzidas pelo metabolismo do Oo.
Enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase
(GPx) sequestram esses radicais livres prevenindo danos oxidativo. GSH é essencial para
0 sistema de defesa desses organismos, ja que a atividade de GPx e GST dependem de
GSH como substrato. Essa molécula muda da forma reduzida (GSH) para a forma oxidada
(GSSQ) e e reciclada pela glutationa redutase (GR). Mudangas nesse sistema de defesa
sdo indicativos de detoxificacdo e biotransformacéo de xenobidticos em animais (VAN
DER OOST et al., 2003) e sdo biomarcadores bioquimicos para o estresse oxidativo
produzido por xenobioticos (PAULINO et al., 2012b). As ERO também pode causar
danos as macromoléculas, como os lipideos, pela peroxidacdo lipidica (LPO) nas
membranas, nas proteinas pela carbonilagdo proteica (PCO) pela oxidacdo de
aminodcidos, e também quebras ao DNA (AZQUETA et al., 2009).

Com a crescente utilizacdo da mistura entre atrazina e mesotriona nos cultivares
de milho em diversas localidades, faz-se necessario testar se essa mistura pode alterar as
caracteristicas toxicas desses dois compostos sobre organismos aquaticos. O Geophagus
brasiliensis e o Oreochromis niloticus foram escolhidos como organismos teste no
presente trabalho por diversas razdes, que incluem sua facil adaptacdo a condigcdes
laboratoriais, por serem grandemente distribuidos e de facil obtencdo, além de serem
amplamente consumidos por humanos. Dessa forma, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar se a mistura entre esses dois herbicidas pode alterar o potencial toxico
dos compostos, causando sinergia ou antangonismo, aumentando ou diminuindo a

resposta ao estresse oxidativo e danos ao DNA nessas espécies submetidas a bioensaios
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de exposicdo hidrica aguda de 96 horas aos herbicidas em conjunto, em trés misturas

distintas.

MATERIAL E METODOS

Foram preparadas solucdes estoque de ATZ (CAS n° 1912-24-9, pureza 98.8%,
Sigma-Aldrich) e de mesotriona (CAS n° 104206-82-8, pureza 99,5%, Sigma-Aldrich)
nas concentragBes de 0,022 g.L™"a 22 °C e de 136,40 mg.L™ a 22 °C, respectivamente.

As misturas foram preparadas de acordo com os resultados obtidos nos capitulos
| e 1l deste documento. O critério estabelecido para escolhermos as concentragdes para
fazermos as misturas foi danos as macromoléculas (DNA, lipideos e proteinas). Para cada
espécie, as maiores concentracoes dos herbicidas que ndo causaram efeitos adversos em
qualquer macromolécula, nos capitulos I e Il, foram misturadas e nomeadas M 1 (MT 1
e MA1 em O. niloticus e G. brasiliensis, respectivamente). As menores concentracdes de
ATZ e mesotriona que causaram alguma alteracdo em pelo menos um biomarcador das
macromoléculas foram misturadas e nomeadas M 2 (MT 2 para O. niloticus e MA 2 para
G. brasiliensis). No entanto, em O. niloticus expostas a ATZ (capitulo 1), a menor
concentracdo aumentou danos a lipidios e DNA nas branquias. Logo, ficou estabelecido
gue para essa espécie, a menor concentracdo testada desse herbicida seriaa MT 1, sendo
MT 2 o tratamento seguinte. As maiores concentracGes tanto de atrazina quanto da
mesotriona foram misturadas, formando o grupo M 3 (MT 3 e MA 3, para O. niloticus e
G. brasiliensis, respectivamente). Os tratamentos tem os herbicidas nas concentracdes

conforme a tabela 1.
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TABELA 1 — Concentragdes dos herbicidas nos diferentes tratamentos nas
espécies O. niloticus (tilapia) e G. brasiliensis (acara).
O. niloticus G. brasiliensis

MT 1 MT 2 MT 3 MA 1 MA 2 MA 3
ATZ 15ugL? 625ugl? 400 pgL? 65pgl?  25ugl® 400 pg.L*

MESO  18uglL® 7pglL®' 460pglL? 7pgl?  30pgL? 460 pg.L?

Desenho experimental

Os espécimes de tilapia e acarad foram adquiridos de uma piscicultura localizada
na regido de Toledo-PR. Os peixes foram aclimatados por 60 dias em tanques de 250 L
de agua filtrada com aeracdo constante, temperatura média de 22°C e alimentados
diariamente. Duas semanas antes de iniciar a exposi¢cdo as misturas, 105 peixes foram
transferidos para 7 aquérios (15 peixes por aquério) de 108 L com condicGes similares
aos tanques (densidade menor do que 1g.L ™). Um aquério foi destinado ao grupo controle
negativo (CN), um ao grupo controle positivo (MMS) e os outros para as 3 misturas
testadas. Foram feitos dois experimentos separados, um para cada espécie, sendo que em
nenhum momento, durante aclimatacdo e exposicdo, peixes de espécies diferentes
compartilharam o mesmo ambiente.

Os animais foram submetidos as misturas através de exposicdo hidrica por um
periodo de 96h, e os peixes pertencentes ao grupo controle positivo foram expostos ao
MMS por injecdo intraperitoneal na concentragdo de 0,5 mg.kg™ 24 horas antes de serem
sacrificados. Apds o periodo de exposicao, os peixes foram anestesiados com benzocaina
10% e tiverem uma amostra de sangue coletada por punc¢do da veia caudal, depois foram
sacrificados por seccdo medular e tiveram figado e branquias retirados para as analises.
O figado foi retirado inteiro e colocado em uma placa de petri. Uma amostra de

aproximadamente 3mm? do 6rg&o foi separada com o auxilio de um bisturi e colocada em
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um microtubo contendo 500 pL de soro bovino fetal (SBF), o restante do figado foi
colocado em um microtubo e armazenado a -80 °C para a realizacdo das analises
bioquimicas. Foi retirado o terceiro arco branquial do lado esquerdo de cada peixe, esse
arco foi entdo colocado em uma placa de Petri e lavado com tampéo fosfato (PBS, pH
7,4). O osso do arco foi removido e apenas as lamelas foram transferidas para um

microtubo contendo 500 pL de SBF.

Teste do micronucleo pisceo

O teste do micronucleo pisceo (MNT) com coloracdo de laranja de acridina foi
realizado de acordo com Cavas e Ergene-Goziikara (2005) com o intuito de determinar
da frequéncia de micronucleos, alteracbes morfologicas nucleares (CARRASCO et al.,
1990) e verificar o efeito do contaminante no processo de eritropoiese através da

frequéncia de eritrocitos policromaticos.

Ensaio Cometa

O ensaio cometa com eritrocitos (ECE) foi realizado de acordo com Speit e
Hartmann (1999), com modifica¢Bes segundo Ferraro et al. (2004) e Cestari et al. (2004).
Para o ensaio cometa com branquias (ECB) e figado (ECF), as amostras foram
mecanicamente homogeneizadas a 1.500 RPM (homogenizer Tecnal — TE-103). 20 pL
da suspencdo celular foram retirados de cada amostra e misturados com 120 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (Invitrogen, 0.5%). Os passos seguintes foram de acordo
com Speit e Hartmann (1999).

De cada peixe, 100 nucledides de cada tecido foram analisados de acordo com a
classificacdo visual baseada na migracdo dos fragmentos de DNA a partir do nucleo. Os

resultados foram categorizados em classes de acordo com Collins et al. (1997).
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Analises Bioguimicas

As amostras de figado foram descongeladas em gelo moido e pesadas, sendo
homogeneizadas na proporcéo 1:10 (m/V) em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0 com auxilio
de micro-homogeneizador. O homogeneizado foi centrifugado por 30 minutos a 15.000
X g a 4°C, obtendo-se assim o sobrenadante, do qual foram retiradas aliquotas para cada
uma das andlises. Atividade da GST foi mensurada a 340 nm (KEEN et al., 1976). A
atividade da SOD foi mensurada a 440 nm de acordo com Gao et al. (1998). A atividade
da GPx foi mensurada a 340 nm de acordo com Paglia e Valentine (1976). A concentragdo
de GSH foi obtida de acordo com Sedlak e Lindsay (1968), mensurada a 415 nm. A
analise da lipoperoxidacao (LPO) foi realizada através da avaliacdo da concentracdo de
hidroperdxidos de acordo com o proposto por Jiang et al. (1992). O contetido de proteinas

carboniladas (PCO) foi determinada pelo método de Levine et al. (1994).

Analise Estatisticas

Os escores obtidos como resultados através do ensaio cometa é calculado atraves
de classes arbitrarias na analise visual, por esse motivo utilizou-se o teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis para se verificar se havia diferenca entre os entre 0s grupos, com pos
teste de Student-Newman-Kleus, com nivel de significancia de 0,05.

Os dados obtidos pelo MNT e através das analises bioquimicas de GST, SOD,
GPx, GSH, LPO e PCO tiveram a normalidade testada pelo teste de Kolmogorov—
Smirnov. Quando os dados obedeceram aos critérios de normalidade utilizou-se ANOVA
de uma via para determinar se havia diferenca entre os tratamentos, seguida do pds teste
de Bonferroni para demonstrar as diferencas entre os grupos, com nivel de significancia

de 0,05. Quando os dados ndo obedeceram aos critérios de normalidade utilizou-se o
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Teste de Kruskal-Wallis, para verificar se havia diferenca entre 0s grupos, com pos teste

de Student-Newman-Kleus, com nivel de significancia de 0,05.
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RESULTADOS

Oreochromis niloticus

Foi observado aumento de danos ao DNA no ECE em todos os tratamentos
testados (fig. LA). No ECF, escores significantemente maiores foram observados em MT
2 (fig. 1B), enquanto que em ECB ocorreu aumento nas misturas MT 1 e MT 2 (fig. 1C).

Através de MNT, pudemos notar aumento na frequéncia de alteracGes
morfoldgicas totais (AMN) no tratamento MT 3. Nesse grupo, alteracdes do tipo blebbed,
notched e bindcleo, além da frequéncia de micronucleos, foram superiores em relagcdo ao
grupo controle. Ja frequéncia de eritrocitos policromaticos diminuiu nos tratamentos MT

2 e MT 3 (tabela 1).
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Figura 1: Escores do ensaio cometa de (A) eritrdcitos, (B) figado e (C) branquias de O. niloticus
expostas a trés diferentes misturas de atrazina e mesotriona. * representa diferenca estatistica entre
tratamentos e CN, com p<0,05.
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TABELA 1 - Frequéncias das alteracdes morfoldgicas nucleares, micronucleos e eritrocitos policromaticos em O. niloticus expostos a trés
diferentes misturas de atrazina e mesotriona.

MN BL LB BN NT VC AMN POLI
CN 0.15+0.10 6.46 + 1.42 4.00+1.76 0 4438 +11.91 0.38 +0.21 55.38 + 14.60 1725+ 43.31
MT 1 0.13+0.09 6.40+1.12 4.86 +1.23 0 30.27 + 3.83 0.93+0.33 42.60 +5.20 121.8 +22.13
MT 2 0.30+0.13 5.69 + 1.83 3.76 + 1.40 0 38.85 + 10.23 0.38+0.24 46.43+12.39  48.38+13.6 *1
MT 3 1.60+0.44~* 30.00 + 4.63 * 6.26 + 1.24 0.26+0.11* 1552+19.37* 0.53+0.29 193.9+22.48* 2540+13.83*
MMS 0.20+0.13 7.60 + 3.53 5.80 +4.33 0 30.00 + 8.74 1.40 £ 0.93 45.00 + 16.93 127.3 £ 29.52

(MN) microndcleos, (BL) blebbed, (LB) lobed, (BN) binucleo, (NT) notched, (VC) vacuolos, (AMN) alteracGes morfoldgicas totais e (POLI) eritrécitos policromaticos.
* representa diferenca estatistica entre tratamentos e CN pelo teste ANOVA, com p<0,05.
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N&o observamos alteracdes significativas nas atividades das enzimas GST, SOD

e GPx (fig 2 A, B e C, respectivamente). A GSH, apesar de ter uma aparente diminuicao

em sua concentracdo em todas as concentracdes, ndo teve diferenca significativa em

relacdo ao CN (fig. 2D). LPO e PCO né&o tiveram alteracdes quando comparadas a CN

(fig. 2EeF).
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Figura 2: Andlises bioquimicas em O. niloticus expostas a trés diferentes misturas de atrazina e
mesotriona. (A) GST, (B) SOD, (C) GPx, (D) GSH, (E) LPO e (F) PCO. * representa diferenca estatistica

entre tratamentos e CN, com p<0,05.
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Geophagus brasiliensis

Através do ECE, ndo observamos nenhuma alteracao entre os tratamentos e 0 CN
(fig. 3A), mas ocorreu aumento significativo nos danos ao DNA de hepatdcitos (ECF) em
todos os tratamentos (fig. 3B). Em ECB ocorreu aumento nos escores nos tratamentos
MA 2 e MA 3 (fig. 3C).

A frequéncia de MN aumentou em MA 2 e MA 3, no entanto a frequéncia de
AMN foi maior em todos os tratamentos. Alteragdes do tipo blebbed foram mais
frequentes em MA 2, enquanto notched tiveram um aumento significativo em MA 2 e
MA 3. Quanto a frequéncia de eritrocitos policrométicos, ndo ocorreu diferenca

significativa entre CN e qualquer um dos tratamentos (tabela 2).
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Figura 3: Escores do ensaio cometa de (A) erit’récitos, (B) figado e (C) branquias de G. brasiliensis
expostos a trés diferentes misturas de atrazina e mesotriona. * representa diferenca estatistica entre
tratamentos e CN, com p<0,05.
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TABELA 2 - Frequéncias das alteracfes morfoldgicas nucleares, micronucleos e eritrocitos policromaticos em G. brasilisensis expostos a trés
diferentes misturas de atrazina e mesotriona.

MN BL LB BN NT VvC AMN POLI
CN 0.06 +£0.06 8.20+1.43 3.46 £1.05 0.46 £ 0.16 43.27 +7.37 0.20+0.14 59.60 +9.79 126.1 + 30.82
MA1 1.71+0.49 17.29+£3.76 4.78+1.51 0.42+0.22 105.6 £17.76 0.78+£0.23  122.3+21.78 * 91.57+32.21
MA 2 2.78+0.74* 2593+466* 3.35+131 0.57£0.22 138.4+20.17*  0.21+0.15  162.0+26.81 * 103.9 £ 22.24
MA 3 246+0.57* 19.27 £3.24 6.26 £1.08 0.06 = 0.06 127.5+18.98 * 1.73+0.89  153.4+22.08* 89.47 +18.80
MMS 1.77+0.72 14.89 +£4.23 2.00+0.74 0.66 +£0.44 115.3+27.38 0.11+0.11  134.8+31.07* 139.9 £ 50.73

(MN) microntcleos, (BL) blebbed, (LB) lobed, (BN) bintcleo, (NT) notched, (VC) vacuolos, (AMN) alteracdes morfoldgicas totais e (POLI) eritrdcitos policromaticos.

* representa diferenca estatistica entre tratamentos e CN pelo teste ANOVA, com p<0,05.
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N&o ocorreram alteracdes na atividade da GST e GPx (fig. 4 A e C), no entanto
ocorreu reducdo significativa da atividade da SOD nos tratamentos MA 1 e MA 2 (fig.
4B). Observamos reducéo significativa na concentracdo de GSH em MA 3 (fig. 4D),

porém LPO e PCO ndo tiveram alteragcbes em nenhum tratamento (fig. 4 E e F).
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Figura 4: Andlises bioquimicas em G. brasiliensis expostos & trés diferentes misturas de atrazina e
mesotriona. (A) GST, (B) SOD, (C) GPx, (D) GSH, (E) LPO e (F) PCO. * representa diferenca estatistica
entre tratamentos e CN, com p<0,05.
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DISCUSSAO

Os efeitos dos pesticidas aos organismos sao frequentemente investigados usando-
se apenas um agente toxico sob condi¢cfes laboratoriais. No entanto, em condicdes
ambientais, misturas de pesticidas e metabdlitos estdo frequentemente presentes e podem
causar efeitos interativos. E conhecido que alguns contaminantes quando em presenca de
outros tem seus efeitos aumentados (sinergia) ou diminuidos (antagonismo). Estudos
anteriores mostraram que a ATZ, na presenca de compostos organofosforados tem
aumento em seu efeito toxico (XING et al., 2012).

N&o observamos alteracdes na atividade de GST em O. niloticus nem em G.
brasiliensis, no entanto, nessa Ultima espécie a atividade dessa enzima tinha sido induzida
pela mesotriona (capitulo 1) nas concentragdes 7 e 30 pg.L™, que sdo componentes das
misturas MA 1 e MA 2, respectivamente. GST nédo se alterou no molusco Corbicula
fluminea expostos nem a ATZ e roundup isolados, bem como a mistura dos dois
compostos (SANTOS e MARTINEZ, 2014).

A SOD ndo teve alteracdes em relacdo ao controle em O. niloticus, mesmo
resultado observado quando analisadas as substancias isoladamente (capitulos I e 11). Ja
em G. brasiliensis, observamos reducdo da atividade da enzima nos tratamentos MA 1 e
MA 2. As concentracBes de ATZ e mesotriona utilizadas em MA 1 ndo causaram qualquer
mudanca na atividade de SOD nessa espécie (capitulos I e II). Presente em MA 2, a
concentracio de 25 pg.L™! de ATZ havia causado aumento significativo da atividade de
SOD nessa espécie, enquanto que a concentracéo de 460 pg.L™ de mesotriona, presente
em MA 3 também havia causado aumento em sua atividade. No entanto, MA 3 néo
apresenta diferenca em relacdo ao controle. Esses dados mostram que a interacdo entre 0s
herbicidas pode estar diminuicdo na atividade de SOD em relacdo aos dois compostos

isolados em G. brasiliensis. Santos e Martinez (2014) encontraram resultados similares
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no molusco de agua doce Corbicula fluminea expostos a atrazina, roundup, e a mistura
dos dois. Os autores encontraram aumento da atividade da SOD em nos herbicidas quando
isolados, mas o mesmo efeito n&o foi observado na mistura, onde n&o ocorreu diferenga
em relacdo ao controle. Os dados obtidos na espécie G. brasiliensis mostram que além de
uma reducdo em relacdo aos compostos isolados, SOD ainda teve menor atividade em
duas baixas concentragdes dos herbicidas combinados. Xing et al (2012) analisaram a
toxicidade do herbicidas atrazina e do inseticida clorpirifos, além de sua mistura em
figado e brénquias de carpas expostas por um periodo de 40 dias. Os autores encontraram
reducdo na atividade de SOD nos pesticidas isolados e em mistura nas duas maiores
concentracgdes testadas.

Outra enzima antioxidante, a GPx, apresentou resposta parecida com a SOD. O.
niloticus expostas a mesotriona nas concentragdes de 30 e 460 pg.L™ de mesotriona
haviam tido maior atividade (capitulo I11). No entanto, nenhum tratamento com a mistura
apresentou diferenca significativa na atividade dessa enzima. Em G. brasiliensis, a
atrazina havia induzido aumento da atividade de GPx na concentragdo de 400 pg.L*
(capitulo I). No entanto, nessa espécie também nédo foi observado alteracdes na atividade
da glutationa peroxidase. Esta diminuicdo da atividade da GPx foi observada na mistura
entre roundup e atrazina em Corbicula fluminea (SANTOS e MARTINEZ, 2014).

Em G. brasiliensis, MA 3 causou diminuicdo significativa na concentracdo de
GSH, diferentemente do que ocorreu com 0s tratamentos com 0s compostos isolados
(capitulos 1 e I1), onde ndo ocorreu diferencas em relacdo ao controle. Ja em O. niloticus,
ndo observamos diferencas entre controle e os trés tratamentos com as misturas. No
entanto, todas as concentracGes testadas da atrazina (capitulo 1) haviam causado
diminuic&o significativa na concentragdo de GSH, e os tratamentos 7 pg.L™ (MA 2) e

460 pg.Lt (MA 3) de mesotriona causaram aumento significativo da glutationa reduzida
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nessa espécie. Resultado similar foi observado por XING e colaboradores (2012), que
encontraram diminuicdo da concentracdo de GSH pela atrazina e clorpirifds
isoladamente, e quando misturados, apenas o tratamento contendo 0s pesticidas nas
maiores concentragdes apresentaram reducéo significativa da GSH.

O esgotamento do contetdo celular de GSH abaixo de niveis criticos impede a
conjugacdo de xenobidticos, como atrazina, a GSH permitindo que estes se combinem
com outras macromoléculas (VAN DER OOST et al., 2003). Tal fato pode ser observado
em O. niloticus expostas a atrazina nas concentragdes de 1,5 e 6,25 pg.L?, onde além da
diminuicdo do conteudo de GSH, também ocorreu aumento na LPO (capitulo 1). Nessas
concentracdes, quando combinada com a mesotriona, ndo foi observado reducdo da GSH
e nem aumento em danos a lipidios em O. niloticus. Em relagéo as proteinas, ndo foi
observado aumento da PCO nos experimentos com atrazina (capitulo 1) e mesotriona
(capitulo I1) isolados, bem como em suas misturas em todos os tratamentos para ambas
as especies, demonstrando assim que PCO pode ndo ser um bom biomarcador para este
tipo de pesticida quando utiliza-se peixes como organismo teste.

O ensaio cometa foi 0 biomarcador que nos deu uma melhor resolucéo dos efeitos
que a mistura pode estar causando nos peixes. Em O. niloticus, os grupos MT 1 nos
eritrocitos e MT 2 no figado e branquias apresentaram diferencas significativas em
relacdo aos controles. Em G. brasiliensis, no grupo MA 1 no figado esse resultado
também foi observado. No entanto, as concentracdes isoladas dos herbicidas utilizadas
nesses tratamentos ndo haviam causado efeitos genotdxicos nos peixes expostos. Esses
dados mostram que estd ocorrendo sinergismo entre 0s xenobiéticos, causando
genotoxicidade em concentracdes antes ndo danosas. Santos e Martinez (2014)
encontraram efeitos sinérgicos dos herbicidas roundup e atrazina em Corbicula fluminea.

Esses herbicidas ndo se mostraram genotdxicos aos moluscos nas concentracfes de 2 e
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10, no entanto a combinagdo deles, tanto na menor quanto na maior concentracao, fizeram
os danos a0 DNA de hemdcitos aumentassem significantemente.

Nas maiores concentracdes dos herbicidas combinados (MT 3 e MA 3) aconteceu
o efeito oposto, o antagonismo. Nas concentragfes mais altas, os herbicidas causaram
efeitos genotoxicos acentuados as duas espécies, com exce¢do a mesotriona nas branquias
de G. brasiliensis (capitulo Il). Tal efeito de antagonismo foi observado no figado e
branquias em MT 3, e em G. brasiliensis apenas nos eritrocitos dos individuos submetidos
a mistura MA 3. A ATZ, assim como outros herbicidas do grupo das triazinas, podem se
intercalar diretamente no DNA, formando aductos entre as bases adenina e guanina
(OLIVEIRA-BRETT e SILVA, 2002). A formagdo de aductos com o DNA também é
responsavel pela genotoxicidade de outros herbicidas, como o glifosato (PELUSO et al.,
1998). Alguns estudos relatam que a ATZ apresenta interagdo sinérgica com alguns
inseticidas (BELDEN e LYDY, 2000; LYDY e AUSTIN, 2004; SCHULER et al., 2005),
podendo aumentar a permeabilidade destes (SANTOS e MARTINEZ, 2014).
Infelizmente ndo esta claro se a mesotriona age diretamente no DNA. Os resultados
obtidos no capitulo Il indicam que esse composto gera ERO, portanto, ndo podemos
afirmar com clareza se os danos ao DNA relatados naquele capitulo sdo gerados por
contato direto com o material genético.

Eritrocitos em MT 3, além de apresentar elevados danos ao DNA, foi 0 Unico
tratamento em O. niloticus que apresentou frequéncia de AMN e MN superiores ao grupo
controle. Em G. brasiliensis ocorreu aumento de AMN em todos os tratamentos, no
entanto, aumento na frequéncia de micronucleos ocorreu apenas em MA 2 e MA 3. Nessa
Gltima espécie, ndo ocorreu alteracbes na quantidade de eritrocitos jovens em relacdo aos
controles. J4 em O. niloticus ocorreu diminui¢cdo no nimero de eritrocitos policromaticos

em MT 2 e MT 3. Avaliacéo da citotoxicidade a eritropoiese tem um importante papel na
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avaliacdo de xenobidticos, sendo a contagem de eritrécitos imaturos (PCE) no sangue
periférico o método mais popular e convencional na avaliagdo da eritropoiese.
Diminuigdo na propor¢cdo de PCE ¢ considerado um indicador de inducdo a
mutagenicidade e citotoxicidade (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005). Nossos
resultados em O. niloticus apontam reducdo de PCE nos peixes expostos aos tratamentos
MT 2 e 3, indicando que essas misturas podem ter efeitos mutagénicos e citotdxicos aos

organismos expostos a elas.

CONCLUSOES

Nossos resultados mostram que a mistura entre ATZ e mesotriona causou poucas
alteracdes de resposta ao estresse oxidativo, no entanto, a combinacgdo desses herbicidas
levou a danos ao material genético de ambas as espécies em concentraces que quando
isoladas ndo causam tal efeito. O aumento da frequéncia de AMN e MN mostra que essa
combinagdo é potencialmente citotoxica, e em O. niloticus reduz a renovacdo dos
eritrocitos circulantes.

O modo como foram feitas as misturas dos herbicidas, baseado em concentrac6es
dos compostos isolados que ndo causavam efeitos adversos e concentragdes minimas que
causavam efeitos adversos, além de uma mistura em concentragdes superiores, se mostrou
eficiente, nos permitindo visualizar diferentes tipos de interac@es entre os pesticidas.

Mais estudos sdo necessarios para entendermos melhor como ocorre, e quais 0s

resultados dessa interacdo aos organismos ndo alvo dos herbicidas.

81



4. CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo apresentou dados relevantes a respeito de respostas de biomarcadores
bioquimicos e genéticos em duas espécies de peixes expostos a dois herbicidas
extensamente utilizados no mundo, a ATZ e a mesotriona, além da mistura dos mesmos.
Os biomarcadores utilizados tiveram enfoque na resposta bioquimica ao estresse
oxidativo, através da quantificacdo da resposta das enzimas SOD, GST e GPx, além da
quantificacdo da GSH intracelular. A fim de verificar se tais herbicidas causavam danos
amacromoléculas, direta ou indiretamente, utilizamos biomarcadores para danos ao DNA
(ensaio cometa em eritrocitos, figado e branquias), lipideos (LPO) e proteinas (PCO) em
O. niloticus e G. brasiliensis.

As duas espécies testadas responderam de forma diferente a ATZ. G. brasiliensis
apresentou niveis basais de estresse oxidativo e quebras ao DNA maiores do que O.
niloticus. Os G. brasiliensis parecem sofrer danos mais severos ao material genético
causados pela atrazina nas concentragGes de 25 e 100 pg.L™.

O modo de combater ERO gerado pela ATZ foi diferente entre as espeécies,
enquanto que em O. niloticus, a GSH teve um grande decréscimo em todos 0s
tratamentos, provavelmente devido a ligacdo coma ATZ. A SOD (aumentada nos grupos
25 e 400 pg.L™) parece ser a principal enzima envolvida na eliminacéo de radicais livres.
Em G. brasiliensis, onde ndo ocorre reducdo da GSH, a GPx também esta envolvida no
processo de eliminacdo de ERO, notadamente nos dois tratamentos com as maiores
concentracdes de ATZ.

O O. niloticos parece ser a espécie mais adequada em bioensaios utilizando
biomarcadores bioquimicos e genéticos, pois nessa espécie é possivel observarmos
alteracOes causadas pelo xenobi6ticos em concentragdes mais baixas, devido ao seu

menor nivel basal de danos ao material genético e concentracdo das enzimas analisadas.
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Nossos dados séo pioneiros na utilizagdo de biomarcadores em peixes para testar
possiveis efeitos adversos da mesotriona. O herbicida foi genotoxico em concentragdes
muito inferiores a concentrac@es de aplicacdo em campo, além de ter induzido a resposta
de enzimas de responsaveis pela eliminacdo do estresse oxidativo. Inducdo essa que nao
foi suficiente para impedir a geracdo de danos oxidativos a membranas lipidicas.

Mesotriona ndo causou efeitos adversos na concentracdo em que é carreada para
os corpos d agua pela chuva. No entanto, sabe-se que um dos produtos de degradacao da
mesotriona no solo e dgua apresentou maior toxicidade do que o préprio herbicida em V.
fischeri, além de que o produto formulado utilizado no campo é mais tdxico do que o
principio ativo testado em nosso trabalho. Esses dados sugerem que deve-se ter cautela
no uso desse herbicida. Dessa forma, para que se tenha um conhecimento mais amplo do
real potencial de contaminacdo da mesotriona ao meio ambiente, faz-se necessario mais
testes de toxicidade desse principio ativo, de seus metabolitos, bem como do produto
formulado comercial.

A mistura entre ATZ e mesotriona causou poucas alteracdes de resposta ao
estresse oxidativo, no entanto, a combinacao desses herbicidas levou a danos ao DNA de
ambas as espécies em concentracdes que quando isoladas ndo causam tal alteracdo. Esse
efeito sinérgico foi observado na mistura de concentracdes baixas dos compostos,
enquanto que na mistura de concentracdes maiores o efeito foi antagdnico. Ou seja, nas
maiores concentracGes dos xenobioticos isolados foi observado aumento de danos ao
DNA, no entanto, quando combinados esse efeito genotdxico nao ocorreu. Observamos
também aumento na frequéncia de AMN e MN, o que indica que essa combinagédo é
potencialmente citotoxica, além de reduzir a renovacgdo dos eritrécitos circulantes em O.

niloticus.
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De modo geral, nossos dados mostram que as espécies testadas respondem de
forma similar a ATZ, no entanto possuem niveis basais e danos & macromoléculas e
concentracOes de enzimas diferentes. Além disso, fornecemos dados inéditos a respeito
da toxicidade da mesotriona e da mistura deste composto com a ATZ. O modo como
foram preparadas as misturas dos herbicidas, baseado em concentragdes dos compostos
isolados que ndo causavam efeitos adversos e concentragcbes minimas que causavam
efeitos adversos, além de uma mistura em concentracGes superiores, se mostrou eficiente,
podendo ser aplicado em outras espécies, e também em bioensaios com misturas dos mais

diversos compostos.
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6. ANEXOS

METODOS

BIOMARCADORES GENETICOS

Teste do Micronucleo Pisceo com coloracéo fluorescente de laranja de acridina

A laranja de acridina cora seletivamente eritrocitos imaturos ou policromaticos
(PCEs). Sob microscépio fluorescente, micronucleos e os principais nlcleos apresentam
forte fluorescéncia verde-amarelo e entre todas as células os eritrocitos imaturos podem
ser facilmente identificados pelo seu conteddo de RNA citoplasmatico, apresentando
fluorescéncia vermelha no citoplasma.

Foi empregada a técnica descrita por UEADA et al., 1992 e CAVAS; ERGENE-

GOZUKARA (2005), constituido pelas seguintes etapas:

- Foi coletado o sangue periférico;

- O sangue foi diluido em 200 pL de soro bovino fetal,

- Foi feito um esfregaco em laminas limpas com essa suspenséo celular;

- As laminas secaram “overnight”;

- As laminas foram fixadas em metanol por 10 minutos;

- As laminas foram entdo coradas com laranja de acridina a 0.003% em tampéo
Sorenson’s com pH 6.8 por 2—-3 minutos.

- As laminas foram enxaguadas brevemente com o tampéo.

- Foram analisados 2.000 eritrocitos por animal em microscépio de
epifluorescéncia. Foram consideradas somente hemacias nucleadas com membranas

nuclear e citoplasmatica intacta. As alteracfes na forma eliptica normal dos nucleos das

99



hemécias que ndo se enquadrarem no conceito de micronucleo, mas que poderiam ser
descritas como alteragfes morfoldgicas nucleares também foram analisadas segundo

CARRASCO, TILBURY e MYERS (1990).

Ensaio Cometa

Foi utilizada a técnica descrita por SPEIT e HARTMANN (1999), com alteracfes
conforme FERRARO et al (2004) e CESTARI et al (2004) e para tecidos segundo

RAMSDORF et al (2009).

Ensaio cometa com eritrécitos

Procedimento utilizado para a montagem e analise das laminas:

- Foram coletados 10 uL de sangue de cada animal e misturados com 1 mL de
soro bovino fetal. Desta solucdo, coletou-se 10 uL de suspensdo celular que foram
misturadas com 120 puL de agarose LMP, previamente preparada e levemente aquecida
(37°C).

- Colocou-se essa mistura sobre uma lamina previamente coberta com agarose
normal.

- Cobriu-se a lamina com uma laminula, que entdo foi levada a geladeira por 15
minutos.

- Depois de decorrido o tempo de refrigeracdo, retirou-se delicadamente as
laminulas.

- As laminas foram colocadas em solucdo de lise dentro de cubetas de acrilico
(completamente envoltas em papel aluminio de modo a evitar a0 maximo o contato com

a luz), e mantidas em refrigerador por 120 horas,
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- Apds esse tempo, foi preparada a cuba de eletroforese mergulhando-a em gelo
(4°C) em ambiente escuro.

- As laminas foram retiradas das cubetas onde estavam na solucdo de lise e foram
colocadas na cuba horizontal de eletroforese. Quando necessario, 0s espacos vazios na
cuba foram preenchidos com laminas limpas.

- Na cuba de eletroforese, adicionou-se suavemente o tampao de eletroforese com
pH maior que 13, de maneira a cobrir as laminas.

- As laminas foram mantidas na solucdo de eletroforese por 30 minutos para a
desespiralizacdo do DNA.

- Iniciou-se a corrida de eletroforese a 25 V e 300 mA por 25 minutos.

- Terminada a eletroforese as laminas foram retiradas cuidadosamente da cuba e
entdo tiveram seu pH neutralizado com 5 mL de tampao de neutralizacdo (pH 7,5) por 5
minutos.

- Repetiu-se 0 banho de neutralizacdo por mais duas vezes.

- As laminas foram deixadas em posicao inclinada para secagem, e apds isso foram
fixadas com etanol absoluto por 5 minutos.

- As laminas foram estocadas até 0 momento da analise, quando foram coradas
com 15 uL de brometo de etideo, cobertas com laminula e levadas a analise.

- A andlise foi feita em microscopio de epifluorescéncia com aumento de 400x em
teste cego, 100 nucleoides por lamina.

- Os nucledides foram classificados de acordo com o dano, conforme o
comprimento da cauda formada apds a eletroforese. Os nucledides foram classificados
em 4 classes distintas: 0 (sem dano aparente), 1 (dano pequeno), 2 (dano médio), 3 (dano

grande) e 4 (dano maximo).
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- Os escores foram calculados através da multiplicacdo do numero de nucledides
encontrados em cada classe pelo valor da classe, como mostrado na formula a seguir:

Escore = [(0 x n° dano 0)+(1 x n° dano 1)+(2 x n° dano 2)+(3 x n° dano 3)+(4 x n° dano

4]

Ensaio cometa com hepat6citos

O procedimento para montagem das laminas com o tecido hepético foi de acordo
com as seguintes etapas:

- Foi retirado o figado de cada animal, colocado em uma placa de petri e entdo
uma pequena porcao foi separada para a realizagdo do ensaio cometa.

- O tecido foi acondicionado em microtubos tipo eppendorf contendo 1mL de soro
bovino fetal. Esses microtubos foram armazenados sob refrigeracdo e na auséncia de luz.

- O tecido foi desagregado a ~15.000 rpm por cerca de 30 segundos, com o auxilio
de um homogeinizador Tecnal — TE-103.

- Coletou-se 10 uL. do homogeneizado obtido, que foi misturado com 120 pl de
agarose LMP, previamente preparada e levemente aquecida (37°C).

- As laminas foram montadas de acordo com o protocolo ja descrito para células

sanguineas.

Ensaio cometa com células das branquias

O procedimento para montagem das laminas com células da branquia consistem
das seguintes etapas:

- Foi retirado, do lado direito do peixe, o terciro arco branquial de cada animal.
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- Com o auxilio de um bisturi, as lamelas foram separadas do arco e lavadas com
PBS para se retirar o maximo possivel de sangue da amostra.

- O tecido foi acondicionado em microtubos tipo eppendorf contendo 1mL de soro
bovino fetal. Esses microtubos foram armazenados sob refrigeracao e na auséncia de luz.

- O tecido foi desagregado a ~15.000 rpm por cerca de 30 segundos, com o auxilio
de um homogeinizador Tecnal — TE-103.

- Coletou-se 10 uL. do homogeneizado obtido, que foi misturado com 120 pl de
agarose LMP, previamente preparada e levemente aquecida (37°C).

- As laminas foram montada de acordo com o protocolo ja descrito para células
sanguineas.
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PREPARACOES PREVIAS DO ENSAIO COMETA

Antes da coleta do material para analise, foram preparadas as laminas com
cobertura de agarose, a agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) e todos os reagentes

necessarios, segundo as etapas descritas a seguir:

Preparacao das laminas com cobertura de agarose

a) Foi dissolvido 1,5 g de agarose normal em 100 ml de PBS em Erlenmeyer, com
agitacao por duas horas.

b) Solucéo foi colocada para aquecer em agitador magnético com aquecimento.

c) Apos fervura, a agarose solidificou a temperatura ambiente.

d) A agarose foi picada em pedacos e colocada novamente para ferver.

e) As ctapas “c” e “d” foram repetidas mais uma vez.

f) A solucéo foi colocada em banho-maria a 70°C.

g) A laminas, previamente limpas com etanol, foram mergulhadas na agarose até
alcancar a parte esmerilhada, fazendo uma camada fina de agarose.

h) As laminas foram retiradas da agarose e limpas com papel no lado oposto da
parte esmerilhada.

i) As laminas secaram “overnight” em temperatura ambiente na horizontal e

depois estocadas.

Preparacdo da agarose de baixo ponto de fusdo (LMP)
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- Foi dissolvido 0,1 g de agarose de baixo ponto de fusdo em 20 ml de PBS.

- A solucéo foi colocada para aquecer com agitacao constante.

- Ao levantar fervura, o aquecedor foi desligado e manteve-se a agitacdo até
diminuir a temperatura da agarose.

- Foi desligado o agitador, deixando a agarose solidificar a temperatura ambiente.

- A solucdo foi mantida em geladeira até 0 momento do uso.

PREPARACAO DOS REAGENTES

Solucéo de Lise — Estoque

Para 1000 mL de solucdo estoque:

890 mL de agua destilada ou milique ou deinizada.

146,1 g de Cloreto de Sddio - NaCl (2,5 M).

37,2 g de Acido Etilenodiaminotetracético - EDTA (100 mM; PM 372,24).
1,2 g TRIS 10 mM (PM 121,14).

8 g de Hidroxido de Sddio solido (NaOH PM 40,0).

- Dissolver os reagentes em 890 mL de agua.
- Acertar o pH com NaOH até atingir pH 10.
- Adicionar 10 g de Lauril Sarcosinato de Sodio e misturar bem lentamente para

evitar a formacdo de grumos.
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Solucgéo de Lise — Uso

Para 100 mL de solugéo de uso:

1 mL de Triton X — 100.
10 mL DMSO.

89 mL solucgéo estoque.

- Adicionar todos os reagentes em uma proveta de 100 mL;

- Fazer e manter sempre no escuro.

Tampao de Eletroforese

Solucdo de NaOH (300 mM):

19,2 g de NaOH.
48 mL de agua deionizada.

a) Agitar.

Solucéo Estoque de Acido Etilenodiaminotetracético - EDTA (200 Mm)

14,89 mL de EDTA.
200 mL de agua deionizada.
- Acertar o pH para 10 com pastilhas de NaOH.

- A solucéo pode ser estocada.
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Solucéo de uso:

1600 mL de 4gua deionizada gelada (4°C).

8 mL de EDTA (200 Mm).

48 mL da solucéo de NaOH.

- Acertar o pH para maior 13 com pastilhas de NaOH.

Tampéo de Neutralizagéo

51,04 g de TRIS.

1000 mL de agua deionizada.

- Acertar o pH para 7,5 com Acido cloridrico (HCL).

Solucéo de Coloracéo — Estoque

10 mg de Brometo de Etidio.

50 mL de agua deionizada.

Solucéo de Coloracéo — Uso

1 mL de solucéo estoque.

9 mL de 4gua deionizada.
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PBS

0,2 g de Cloreto de potéssio — KCI (PM 74,55).
0,2 g de Fosfato de potéssio monobéasico — KH2HPO4 (PM 136,09).

8 g de Cloreto de sodio - NaCl (PM 58,44).

1,15 g de Hidrogéniofosfato disodico anidro - NaHPO4 (PM 141,96).

1000 mL de agua deionizada.

- Solucdo feita em baldo volumétrico de 1000 mL.
- Foi acrescentado a agua até alcancar a marca do baldo volumeétrico.
- O pH foi acertado para 7,4.

- A solucéo foi estocada em refrigerador.
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BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

As amostras de figado, foram descongeladas em gelo moido e pesados, sendo
homogeneizados na proporc¢do 1:10 (m/V) em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 com auxilio
de micro-homogeneizador. O homogeneizado foi centrifugado por 30 minutos a 15.000
X g a 4°C, obtendo-se assim o sobrenadante, do qual foram retiradas aliquotas para medir
a atividade da superdxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa S-transferase, a
concentracdo de glutationa reduzida, a concentracdo de proteinas carboniladas e a

lipoperoxidacgéo.

Atividade da glutationa S-transferase (GST)

O método foi proposto por Keen et al. (1976), e seu principio € a conjugacao do
CDNB com a GSH pela acdo da GST, formando um tioéter que pode ser monitorado pelo
aumento da absorbancia.

O sobrenadante foi diluido em tampéo fosfato de potassio 0,1M, pH 6,5. Em
microplaca foram pipetados 20 uL. de amostra, seguido de 180 uL da solug¢do reagdo,
composta por CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) 3,0 mM e GSH (glutationa reduzida)
3,0 mM. A leitura foi realizada em espectrofotometro SYNERGY HT, a 340 nm e a

atividade expressa em nmol.min"t.mgproteina.
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Atividade da superoxido dismutase (SOD)

Para a andlise da atividade da SOD foi utilizado o método proposto por Gao et al.
(1998) e baseia-se na capacidade da SOD em inibir a auto-oxidagdo do pirogalol. O
sobrenadante foi diluido de 1:10 (ou 10% V/V) em tampé&o fosfato de potéssio 0,1M, pH
7,0. Em um microtubo foram adicionados 885 pl de tampédo (Tris-base 1M / EDTA 5
mM pH 8,0) a 40 uL. de amostra. Apds agitagdo em vortex, 50 pL. de pirogalol 15 mM
foram adicionados e a solucdo foi incubada por 30 minutos. A reacdo foi interrompida
com 25 pLL. de HC1 1N. Em microplaca foram adicionados 300 pL por pogo e a leitura foi
realizada em espectrofotometro SYNERGY HT a 440 nm. Foi realizado
concomitantemente, um controle por amostra com adi¢cdo dos reagentes, mas sem
incubacgdo sendo este valor igual a 100%. A quantidade de SOD que inibiu a reacdo em
50% (IC50) equivale a 1 unidade (U) de SOD. Os resultados foram expressos em U de

SOD/mg de proteina.

Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A anélise da atividade da GPx foi realizada através do método de Paglia e
Valentine (1967) e baseia-se na medida do decréscimo de absorbancia a 340 nm,
promovido durante a reducdo da GSSG, catalisada pela glutationa redutase (GR), em
presenca de NADPH. A velocidade de oxidacdo do NADPH € proporcional a velocidade
de producdo de GSSG a partir de GSH, em presenca de perdxido, catalisada pela GPx. A
atividade desta enzima foi mensurada utilizando-se 10 uL do sobrenadante e 130 puL do
meio de reacdo (tampéo fosfato de sddio 0,1 M, pH 7,0; 2 mM de azida sodica; 0,2 mM

de B- NADPH, 1,54 U/ml de GR e 2 mM de GSH). As amostras foram pipetadas em
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microplaca e apds 2 minutos, 60 pL de perdxido de hidrogénio (1,5 mM) foi adicionado.
A leitura foi realizada em espectrofotometro SYNERGY HT, a 340 nm e a atividade

expressa em nmol.min"t.mgproteina™.

Concentracao de glutationa reduzida (GSH)

A anélise da concentracdo de GSH baseou-se no método proposto por Sedlak e
Lindsay (1968). A cada 200 pL de sobrenadante foram adicionados 50 pL de acido
tricloroacético (TCA) a 50% para precipitacdo proteica. Em seguida, a amostra foi
centrifugada a 10.000 x g por 10 min a 4°C. Para as leituras, foram adicionados 50 pL. do
sobrenadante da amostra e 230 uL de tampédo (Tris-base 400 mM, pH 8,9) a uma
microplaca. Como branco, sera utilizado 230 pL do tampao Tris-base a 400 mM mais 50
uL de TCA a 10%. Finalmente, 20 uL de DTNB (4cido 5,5°-ditio-bis-2-nitrobenzoico)
2,5 mM (em metanol a 25%, tampao Tris-base 400 mM, pH 8,9) foram acrescentados. A
leitura foi realizada a 415 nm em espectrofotometro SYNERGY HT. Os resultados foram
expressos em pumol GSH.mgproteina-1. A determinacdo da concentracdo de GSH foi
realizada por comparacdo com uma curva-padrdo de GSH (0; 8,14; 16,27; 32,54; 65,08;

130,16 e 260,32 uM GSH).

Lipoperoxidacéo (LPO)

A analise da LPO foi realizada através da avaliacdo da concentracdo de

hidroperdxidos pelo ensaio FOX (Ferrous Oxidation / Xylenol Orange Method), proposto

por Jiang et al. (1992).
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O sobrenadante das amostras foi ressuspendido em metanol na proporgao 1:2 (v/v)
e centrifugado 10 minutos a 10.000 x g a 4°C. Em seguida 100 puL do sobrenadante foi
pipetado em microtubos e incubado com 900 pL da solugao reagdo (laranja de xilenol 100
UM, H2S04 25 mM, BHT 4 uM, sulfato ferroso amoniacal 250 uM, metanol 90%) por
30 min. A leitura foi realizada a 570 nm em espectrofotdmetro SYNERGY HT. Os

resultados foram expressos em pumol de hidroperéxidos.mgproteina™.

Concentracao de proteinas carboniladas (PCO)

O contetdo de proteinas carboniladas foi determinada pelo método de Levine et
al. (1994) que se baseia na reagdo da 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) com proteinas
carboniladas/oxidadas (apenas do tipo aldeido e cetona) formando dinitrofenilhidrazonas
que podem ser detectadas a 358-370. Carbonilas com grupos funcionais acidos
carboxilicos, amidas e ésteres ndo podem ser detectadas por DNPH. Um volume de 100
uL de sobrenadante foi transferido para um tubo de 2 mL e misturado a 500 uL solugao
de DNPH (10 mM de 2,4-dinitrofenilhidrazina em 2 M de HCI). Para o branco HCI 2 M
(sem adicdo de DNPH) foi utilizado. As amostras foram incubadas a 30 °C por 90
minutos. Apos, as proteinas foram precipitadas com 500 pL de acido tricloroacético 28%
e centrifugacdo a 9.000 x g por 10 min. Os pellets de proteinas foram lavados duas vezes
por suspensdo em etanol/acetato de etila (1:1) seguida por centrifugacdo. As proteinas
foram solubilizadas em cloreto de guanidina 6 M e os tubos foram centrifugados a 9.000
X g por 3 min para remover materiais insoltveis. O conteddo de proteinas carboniladas

foi determinado espectrofotometricamente a 363 nm.
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