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RESUMO

DESTRO, Ana Luiza Fonseca, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2019. Alteragoes no status oxidativo de peixes Astyanax altiparanae sob
exposi¢ao subcrénica a doses ambientalmente relevantes do herbicida atrazina.
Orientador: Mariella Bontempo Duca de Freitas. Coorientadora: Reggiani Vilela
Goncalves

A Atrazina esta entre os pesticidas mais utilizados no mundo. Sua alta solubilidade,
aliada a meia-vida de 41-231 dias, a torna um potencial contaminante para o meio
aquatico devido a capacidade deste herbicida de atingir aquiferos naturais por meio
de processos como a lixiviagdo. Embora seu uso seja proibido na Europa, no Brasil e
nos Estados Unidos, a atrazina ainda € comercializada e encontrada em ambientes
aquaticos, onde pode afetar organismos ndo-alvo, como vertebrados aquaticos
silvestres. Nosso estudo teve como objetivo investigar os efeitos de uma exposicéao
cronica a formulacdo comercial de atrazina (Atanor®) (ATZ) no sistema oxidativo de
lambaris-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae). Peixes adultos (8 meses pos-
eclosdo) foram alocados em 20 aquarios de vidro (5 tratamentos; 4 replicatas por
tratamento, N=20 por aquario) de 72 L e expostos por 30 dias a concentracdes
ambientalmente relevantes de atrazina: 0 (CTL), 0.5 (ATZ0.5), 1 (ATZ1), 2 (ATZ2) e
10 (ATZ10) pg/L. A formulacdo foi adicionada a agua e a qualidade da agua foi
verificada semanalmente. Apos esse periodo os animais foram eutanasiados com
mesilato de tricaina (MS-222) e porgdes das branquias, figado, testiculo e musculo
foram retirados, pesados e armazenados a -80°C. Posteriormente foi feito um
homogenato destes tecidos para analise da atividade de marcadores do estresse
oxidativo tecidual, como a espécie reativa de oxigénio Oxido Nitrico (NO), as enzimas
antioxidantes superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase
(GST), e os produtos do estresse oxidativo malondialdeido (MDA) e proteina
carbonilada (PC). As medias entre os grupos foram comparadas usando one-way
ANOVA. Nossos resultados mostraram diminuicao na atividade da enzima GST em
todos os grupos em relagao ao CTL em branquias. No figado, houve aumento na
formacao de MDA nos grupos ATZ 1,0 ug/L e ATZ 2 em relagédo ao controle e
diminuicao da CAT no grupo ATZ 2. No testiculo, também houve aumento na atividade
da enzima CAT no grupo ATZ 1 em relagdo ao controle. Em por¢des de musculos,
também houve aumento na atividade de enzimas antioxidantes, porém a SOD é que
se mostrou elevada no grupo ATZ1 em relacdo ao CTL. No musculo, houve aumento
no MDA do grupo ATZ2 e na atividade de SOD no ATZ1 em relagdo ao controle.
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Nossos resultados fornecem indicios de que concentragdes ambientalmente
relevantes de ATZ sao suficientes para produzir alteragdes no balango oxidativo
tecidual de lambaris adultos com possiveis danos celulares. Embora todos os tecidos
de animais expostos analisados tenham apresentado alteragdes em relagcéo a animais
nao expostos, nossos resultados ndo sao conclusivos e necessitam de mais analises

para uma afirmagao segura sobre a toxicidade do composto analisado.



ABSTRACT

DESTRO, Ana Luiza Fonseca, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2019.
Changes in the oxidative status of Astyanax altiparanae fish under subchronic
exposure to environmentally relevant doses of the herbicide atrazine. Advisor:
Mariella Bontempo Ducan de Freitas. Co-advisor: Reggiani Vilela Gongalves

Atrazine is among the most widely used pesticides in the world. Its high solubility,
coupled with the life-time of 41-231 days, makes it a potential contaminant for the
aquatic environment due to the herbicide's ability to reach natural aquifers through
processes such as leaching. Although its use is banned in Europe, Brazil and the
United States, atrazine is still marketed and found in aquatic environments where it
can affect non-target organisms such as wild aquatic vertebrates. Our study aimed to
investigate the effects of chronic exposure to the commercial atrazine (Atanor®) (ATZ)
formulation on the oxidative system of yellow-tailed lambaris (Astyanax altiparanae).
Adult fish (8 months after hatching) were allocated to 20 glass aquariums (5
treatments, 4 replicates per treatment, N = 20 per aquarium) of 72 L and exposed for
30 days to environmentally relevant concentrations of atrazine: 0 (CTL), 0.5 (ATZ0.5),
1 (ATZ1), 2 (ATZ2) and 10 (ATZ10) pg / L. The formulation was added to the water
and the water quality was checked weekly. After this period the animals were
euthanized with tricaine mesylate (MS-222) and portions of the gills, liver, testis and
muscle were removed, weighed and stored at -80 ° C. Later, a homogenate of these
tissues was made to analyze the activity of tissue oxidative stress markers, such as
the reactive oxygen species Nitric Oxide (NO), the antioxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione-S-transferase (GST), and oxidative
stress products malondialdehyde (MDA) and carbonylated protein (PC). The means
between groups were compared using one-way ANOVA. Our results showed a
decrease in GST enzyme activity in all groups in relation to CTL in gills. In the liver,
there was an increase in MDA formation in the ATZ 1.0 ug / L and ATZ 2 groups in
relation to the control and decrease of CAT in the ATZ 2 group. In the testis, there was
also an increase in CAT activity in the ATZ 1 group in relation to control. In portions of
muscles, there was also an increase in the activity of antioxidant enzymes, but SOD
was shown to be elevated in the ATZ1 group in relation to CTL. In the muscle, there
was an increase in the MDA of the ATZ2 group and in the SOD activity in the ATZ1 in
relation to the control. Our results provide evidence that environmentally relevant

concentrations of ATZ are sufficient to produce changes in the tissue oxidative balance
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of adult lambaris with possible cellular damage. Although all the tissues of exposed
animals tested showed alterations in relation to non-exposed animals, our results are
not conclusive and require further analysis for a safe assertion about the toxicity of the

compound analyzed.
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CAPITULO 1

ALTERAGOES NO STATUS OXIDATIVO DE PEIXES Astyanax altiparanae SOB
EXPOSIGAO SUBCRONICA A DOSES AMBIENTALMENTE RELEVANTES DO
HERBICIDA ATRAZINA



INTRODUGAO

A atrazina (ATZ) (6-cloro-N-etil-NO-(1-metiletil)-1,3,5-triazina-2,4-diamina) é um
herbicida sintético do tipo triazina, usado em plantagdes como milho, sorgo e soja [1].
A ATZ é atualmente o segundo pesticida mais consumido no mundo, sendo o
consumo anual entre 70000 e 90000 toneladas [2]. A meia-vida deste herbicida € de
41-231 dias [2], o que, aliado a moderada solubilidade [3], resulta em contaminagao
do meio aquatico. Devido a essa possibilidade de contaminagao e persisténcia do
composto em ambiente aquatico [4,5], no ano de 2003, a Unido Europeia anunciou o
banimento da ATZ. No entanto, outras agéncias, como a Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos da Ameérica (USEPA), ainda autorizam o uso deste
herbicida [6]. Independentemente de sua proibicdo em alguns locais, a ATZ é
frequentemente encontrada nos aquiferos em valores maiores aos permitido. No
Brasil, foi estabelecido o valor maximo permitido de 10 pg/L para aguas utilizadas em
irrigacao, 5ug/L para uso na criagao de animais [7] e 2 ug/L para potabilidade da agua
[8].

Nao se sabe ao certo os efeitos da ATZ sobre a capacidade antioxidante de seres
vivos, estudos anteriores sugerem que a ATZ inibe a atividade da ATP sintase
mitocondrial, comprometendo o metabolismo energético em geral e
consequentemente, aumentando os niveis de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio
(EROS/RNS) [9,10]. O equilibrio no status oxidativo € fundamental para a preservagao
das condi¢des ideais em tecidos de diversos organismos, inclusive os peixes, e
desvios pré-oxidativos nos ajustes desse equilibrio podem causar danos fisioldgicos
[11]. O excesso da producao de EROS/RNS em relagcéo a capacidade antioxidante de
um sistema pode acarretar aumento de doengas, comprometer fungdes essenciais
fisiolégicas e reduzir o tempo de vida [12]. Os EROS/RNS, como 6xido nitrico (NO),
podem ter sua producdo aumentada em fungcdo de diversos fatores, dentre ele, a
presengca de xenobidticos no ambiente tais como os pesticidas [13]. Apos serem
produzidos, os sistemas de defesa antioxidante enddgenos, como as enzimas
antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase
(GST), irdo tentar neutralizar esses radicais e, se a defesa nao for efetiva, os radicais
reagem com acidos graxos insaturados nas membranas gerando produtos de
peroxidagao lipidica, como o malondialdeido (MDA), ou com as proteinas, formando
produtos de oxidagao nas cadeias laterais de aminoacidos, as proteinas carboniladas
(PC) [11,14].

O aumento na produgao de EROS/RNS pode ocasionar mudancgas na capacidade
antioxidante do animal. Em peixes, diversos biomarcadores de estresse oxidativo
foram alterados em branquias de curimbatas e jundias expostos a ATZ [15,16].
Alteragbes histopatolégicas também ja foram reportadas para branquias de peixes
expostos a este herbicida [15,17,18]. Outros tecidos como o figado, musculos e
testiculo também tém funcgao biolégica importante e ainda nao foram estudados
completamente em peixes neotropicais expostos a ATZ. Além disso, poucos estudos
envolvem concentragdes ambientalmente relevantes e exposicdes crénicas do
herbicida ATZ.



Devido ao contato direto, organismos aquaticos podem ser prejudicados pela agéo
téxica de contaminantes como a ATZ. Este herbicida pode afetar a capacidade
reprodutiva e diversos outros processos fisioldgicos regulados por horménios em
organismos aquaticos, e por isso, é considerada um desregulador enddcrino [19-21].
Os peixes, vertebrados aquaticos, sdo um dos principais modelos de estudos
ecotoxicoldgicos devido a facilidade relacionada ao pequeno tamanho de muitas
espécies, fecundidade, sensibilidade e manutengcdo em laboratério [22]. Estes animais
vém sendo estudados e ja demonstraram alteragdes genotoxicas [23], citotoxicas [24],
histopatoldgicas e bioquimicas [18,25,26] relativos a exposicdo a ATZ. O género
Astyanax sp, conhecido popularmente como lambaris no Brasil s&o peixes de pequeno
porte, endémicos da regido neotropical que possuem importancia fundamental na
cadeia alimentar sendo alimento de varios peixes de maior porte e outros animais.
Além disso, possuem importancia comercial como alimento e iscas em pesca
esportiva [27]. Devido ao seu menor tamanho e facilidade de manutencao, alguns
estudos ecotoxicolégicos vém utilizando lambaris como espécie neotropical alvo,
dentre eles o lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) [28-32].

Desta forma, tivemos por objetivo investigar os efeitos sobre marcadores do
estresse oxidativo tecidual apos 30 dias de exposicdo por contato (agua) a
concentracbes ambientalmente relevantes de ATZ em lambari-do-rabo-amarelo, um
peixe neotropical.



MATERIAL E METODOS

Toda a pesquisa foi aprovada e esta de acordo com as normas do comité de ética
no uso de animais de produg¢ao da Universidade Federal de Vigosa sob protocolo n°®
043/2017.

Preparo do herbicida

A formulagcéo comercial Atrazina Atanor® contendo herbicida Atrazina (50%) foi
adquirido do fabricante. Solugdes estoques de concentragao unica de 7,5 ug/mL foram
preparadas semanalmente. As solugbes foram mantidas em frascos ambar a 4° C.
Dessa solugao foram retirados 1, 2, 4 e 20 mL para cada 15 L de agua, resultando
nas concentragdes alvo de 0,5, 1, 2 e 10 ug/L, respectivamente.

Cuidados com os animais, sistema de exposi¢ao, e analises quimicas

Os peixes Astyanax altiparanae (Characiformes, Characidae) foram escolhidos
por serem nativos, neotropicais, facilmente encontrados e criados em pisciculturas.
Fémeas e machos adultos de lambaris-do-rabo-amarelo (N= 400; peso corporal: 1,5-
6,0 g) foram obtidos no setor de piscicultura do Departamento de Biologia Animal da
Universidade Federal de Vigosa(UFV), trazidos para o Laboratério de Fisiologia
Aplicada a Piscicultura também na UFV e mantidos em tanques de 1000 L com
aeracao, sob fotoperiodo de 12:12 h claro:escuro, agua desclorada, e temperatura de
26 £ 1°C. Os peixes foram alimentados com ragao comercial extrusada com 32% de
proteina bruta. Os animais ficaram em tanques de aclimatagcdo por 6 semanas e
posteriormente foram sexados, pesados e alocados aleatoriamente em aquarios com
60 L de agua (N=20 por aquario) onde foram aclimatados por mais 12 dias. O sistema
de alocacao dos peixes era semi-estatico. A dgua reposta era desclorada e continha
as concentracdes referentes de cada tratamento. Os aquarios ndo possuiam filtros
para diminuir a interferéncia na concentragao do herbicida. Foram formados 5 grupos
de exposi¢ao, com 4 replicatas cada, denominados de acordo com a concentragéo da
formulacao do herbicida na agua, sendo as concentracdes 0,0 (CTR), 0,5 (ATZ0,5),
1,0 (ATZ1), 2,0 (ATZ2) e 10,0 ug/L (ATZ10). A temperatura foi medida diariamente
mantendo os parametros da aclimatacédo, pH 7,0 — 7,2, amdbnia total < 2,0 ppm,
oxigénio dissolvido 8 +2 ppm, foram medidos semanalmente por meio de Kkits
comerciais. Cada aquario continha 2 refugios feitos em canos de PVC, a fim de evitar
o estresse de cativeiro e minimizar interagdes entre os animais.

No primeiro dia de exposig¢ao, houve mortalidade de 100% dos animais em um
dos aquarios (n=20) por possivel contaminagao por fungo. Em fungdo da mortalidade
ter sido restrita a este aquario, estando os demais 19 tanques com indices de
sobrevivéncia acima de 95%, optamos por dar continuidade ao experimento.

Ao final da exposi¢ao, os animais foram eutanasiados com 500mg/L de MS-222.
Os peixes eutanasiados foram dissecados. Para analise de estresse oxidativo foi feito
pools de tecido, cada pool correspondia a 1 amostra totalizando 8 amostras por
tratamento. Sendo assim os tecidos utilizados foram: gbnada, musculo e branquias de
machos, e figado de machos e fémeas. Os tecidos removidos foram imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e mantidos em freezer -80° C até o dia da analise.



Perfil oxidativo

Para as analises de perfil oxidativo, 150 mg de figado, musculo, branquias e
testiculo foram homogeneizado (OMNI) em tampao fosfato de potassio (0,2 M, pH 7.4)
com EDTA e centrifugado (13,8 g por 10 minutos a 4° C). O sobrenadante resultante
foi utilizado para as analises dos niveis de 6xido nitrico (NO), da atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST) e
Malondialdeido (MDA). O precipitado foi utilizado para analise de Proteina
Carbonilada (PC). As analises foram feitas em espectrofotémetro (UV-Mini 1240,
Shimadzu) ou leitor de microplacas (Multiskan GO User Manual, Thermo Scientific,
Ratastie 2 e Finlandia). Todas as analises foram feitas em duplicatas.

Marcadores oxidativos/nitrosativos
Anélise de NO

A producao de nitrito/nitrato, subprodutos do No, foi quantificada pela reacao
padrao de Griess [33]. Resumidamente, 50 yL de homogenato foram adicionados a
volume igual de reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0,1% N-(1-Naftil)
etilenodiamina e 2,5% H3POa4) e incubados a temperatura ambiente durante 10 min. A
absorbancia foi mensurada a 540 nm em espectrofotbmetro de microplacas. O
resultado da conversdao em concentragdes micromolares do NO foi obtido a partir de
uma curva padrao de nitrito de sddio (0 a 100 yM) e expressa em NO pmol/L.

Determinagdo de malondialdeido

A extensao da peroxidacao lipidica (LPO) foi medida de acordo com Buege e Aust
(1978)[34]. Analise mensura a formacdo do malondialdeido total (MDA), principal
produto da peroxidacao lipidica. Para isso, 0.2 ml do homogenato foram adicionados
em 0.4 ml de uma solugdo de acido tricloroacético (15%) / acido tiobarbiturico
(0,375%) / acido cloridrico (0,6%) e vortexado. A mistura foi deixada por 40 min em
banho maria a 90°C. Depois de esfriar sobre o gelo, foi adicionado 0,6 ml de alcool
butanol e o soluto foi vortexado por 2 min e centrifugado durante 10 min a 9000 g. A
absorbancia foi lida usando o sobrenadante a 535 nm em espectrofotémetro de
varredura de microplacas. A concentragdao de MDA foi determinada usando curva
padrdao de concentragcdes conhecidas de 1,1,3,-tetrametoxipropano (TMPO). Os
resultados foram expressos em pumol/L por mg de proteina.

Oxidagéo de proteinas

O teor de proteina carbonilada foi medido pelo método de Levine et al., (1994)[35].

Os precipitados resultantes dos homogeneizados de tecido das extracdes anteriores
foram usados para quantificagao. Os precipitados foram suspendidos com TCA a 10%
gelado. Depois de centrifugado (5000 g durante 10 min a 4 ° C), foi retirado o
sobrenadante e adicionado 0,5 ml de solugdo DNPH 10mmol/L diluida em acido
5



cloridrico (7%), misturados em vortéx e mantidos a temperatura ambiente no escuro
durante 30 min. Em seguida, as amostras foram novamente centrifugadas, retirado o
sobrenadante e adicionou-se 0,5 ml de TCA gelado a cada tubo, centrifugou-se (5000
g durante 10 min a 4 ° C) e rejeitou-se o sobrenadante. O precipitado foi lavado com
1 mL de acetato de etilo e etanol (1: 1 v/ v). O procedimento de lavagem repetiu-se
trés vezes. Finalmente, adicionou-se 1 ml de dodecilsulfato de s6dio (SDS) a 6%,
centrifugou-se e mediu-se o sobrenadante por absorbancia a 370 nm. Os resultados
foram expressos em nmol por ml de proteina com base no coeficiente de extingao
molar de €370 = 22 mmol/Lxcm.

Enzimas antioxidantes
Atividade de superoxido dismutase

A atividade da SOD foi determinada adaptada segundo Dieterichet al. (2000)[36].
De forma resumida, 15 uL de pirogalol (100 uymol /L) em tampéo fosfato (pH 8.0) foram
adicionados a 99 pL de tampao fosfato de potassio (pH 8.0) e 30 uL de homogenato
das amostras, as amostras foram incubadas por 10 minutos em estufa a 37° C. Foi
adicionado 150 yL de dimetilsufoxido (DMSQO) para parar a reagédo. A absorbancia
(5670 nm) foi mensurada em espectrofotometro. A atividade da SOD foi calculada como
unidades por miligrama de proteina, com um U de SOD definido como a quantidade
que inibiu a taxa de auto-oxidagao do pirogalol em 50%.

Atividade de Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada por adaptagéo do método Hadwan
e Abed (2016) [37] usando H202 como substrato. Foi pipetado 100 uL de perdxido de
hidrogénio (20mM) em 5 uL amostras. Apds 3 minutos 150 uL molibdato de aménia
(32,4 mmol/L) para interromper a reagao. O branco das amostras foi feito substituindo
o peroxido de hidrogénio por tampao pH fosfato de sédio e potassio (50mM, pH 7,0).
A leitura foi feira 374 nm em espectrofotdmetro. Para calcular o valor de CAT, foi feita
uma curva padrao com a diluicdo seriada de albumina bovina. Os valores de teste
foram subtraidos dos valores do teste controle, e usados para obter a concentragao a
partir da curva. A atividade da CAT foi expressa em U de CAT por mililitro.

Atividade da glutationa S-transferase

A atividade da glutationa S-transferase foi avaliada de acordo com a formacéo de
2,4-dinitroclorobenzeno conjugado com glutationa (CDNB)[38]. Adicionou-se 1 mmol
/ L de CDNB ao tampéao contendo 1 mmol / L de GSH e a aliquota (10 yL) da amostra
a ser testada. Apés adicao de CDNB, a alteragao foi monitorizada com absorvancia a
340 nm durante 90 s. O coeficiente de extingdo molar usado para CDNB foi de € 340
=9,6 mmol /L x cm. Uma unidade de atividade de GST foi definida como a quantidade
de enzima que catalisou a formagao de um pmole de produto / min / ml. A atividade
da GST foi expresso em pmol/ min/ml

Analise estatistica



A distribuicdo normal dos dados foi determinada pelo teste de Shapiro-Wilk,
utilizando o programa SigmaPlot (versao 12.0). Os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo (Media + DP). Os dados foram submetidos a Analise de
Variancia unifatorial (ANOVA) seguida do teste post hoc de Duncann para
comparagdes multiplas. Quando a distribuicdo ndo foi considerada normal foi
utilizando o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. A significancia
estatistica foi estabelecida em 5% (p <0,05).



RESULTADOS

Nas branquias, foi observado uma queda na atividade da enzima GST (DF=4,28;
F=9,864; p<0,001) no grupo ATZ0,5 ug/L (p<0,001), ATZ1 (p<0,001) e ATZ 2
(p<0,0001) e ATZ10 (p=0,013) em relacdo ao controle (Tabela 1). Ndo houve
alteracao nos outros biomarcadores analisados.

Tabela 1. Niveis de 6xido nitrico (NO) (umol/l), malondialdeido (MDA) (umole/mg proteina) e proteina
carbonilada (PC) (nmol/ml), e atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) (U/mg
proteina), catalase (CAT) (KU/ml) e glutathione S-transferase (GST) (umol/min/ml) em branquias de
lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) em diferentes grupos de tratamento.

Branquias Controle ATZ05 ATZ1 ATZ2 ATZ10
NO 7830243847  96,033:47.812  92.439%53.716  95,570:52.209 70868215632
MDA 0,089+0,025 0,085+0,014 0,086£0,033 009140018  0,089+0,019
PC 3.864+1.255 34972027 427441705 34360573 21403534
SOD 4,64041,191 4,197+0,826 341040514  4,748+1149  4.233+0611
CAT 3.164+0,625 5 55642,476 4.465+1,956 35231482  6,381%3,107
GST 1,198+0,287  0,677:0,079*  0,716£0,288*  0,396%0,210°  0,871%0,172*

Resultados estao representados como Média + SD. * Diferengas significantes entre grupos tratados e
controle (p < 0.05)

No figado, houve diminuicdo na atividade da catalase (CAT) (DF=4,28; F=5,368
p=0,002) no grupo ATZ 2 (p = 0,003) houve aumento na formagédo de malondialdeido
(MDA) (DF= 4, 27; F= 4,716; p=0,005) nos grupos ATZ1 (p=0,020) e ATZ2 ug/L
(p=0,008) em relagdo ao controle (Tabela 2). N&do houve alteragdo nos outros
biomarcadores analisados.

Tabela 2. Niveis de 6xido nitrico (NO) (umol/l), malondialdeido (MDA) (umol/mg proteina) e proteina
carbonilada (PC) (nmol/ml), e atividade das enzimas antioxidantes superoxide dismutase (SOD) (U/mg
proteina), catalase (CAT) (KU/ml) e glutathione S-transferase (GST) (umol/min/ml) em figado de
lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) em diferentes grupos de tratamento.

Figado Controle ATZ 0,5 ATZA1 ATZ2 ATZ 10

NO 401,560+£94,516 400,260+87,283 399,026+90,585 377,083+48,022  383,929+46,143

MDA  0,042:0,009  0,052£0,003  0,068+0,013*  0,071%0,022* 0,0570,011
PC 4,081+1,319  3,755:2,052  2,439+1,142  2,5781,001 2,839+1,253
SOD  4640+1,191 4,197+0,826  3,410£0,514  4,748£1,149 4,233+0,611

121,300+£10,340 110,400+12,670 91,280+23,600* 120,000£9,940

CAT 110,9+20,50

GST 4,844+1,751 4,089+0,8122 3,021+1,127 5,243+0,777

5,030+2,673

Resultados estao representados como Média + SD. * Diferengas significantes entre grupos tratados e
controle (p < 0.05)

Nas testiculo houve aumento na atividade da enzima catalase (CAT) (DF(4,28);
F=3,533; p=0,019) no grupo ATZ1 ug/L (p = 0,0405) em relagéo ao controle (Tabela
8



3). Os demais biomarcadores analisados para esse 6rgdo nao demonstraram
alteracdes em relacao ao controle.

Tabela 3. Niveis de 6xido nitrico (NO) (umol/l), malondialdeido (MDA) (umole/mg proteina) e proteina
carbonilada (PC) (nmol/ml) e atividade das enzimas antioxidantes superoxide dismutase (SOD) (U/mg
proteina), catalase (CAT) (KU/ml) e glutathione S-transferase (GST) (umol/min/ml) em testiculo de
lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) em diferentes grupos de tratamento.

Gobnada Controle ATZ0,5 ATZ1 ATZ2 ATZ10

NO  267,619£141,314 278,730£44,023 280,714£137,396 355,714£59,285 262,177+96,281
MDA  0,035:0,007 0,037:0,009  0,033£0,007  0,041:0,007  0,036£0,004
PC  149326:27670 127,836%44,452 159,238+18,861 118,607464,506 147,287+34,887

SOD 482641359 5424:2,018  4,054%1,055  4535:1,370  5253%1,295
CAT  5770+1,098 5760:0,804  8,079%1,832*  7,448+1456  7,219+1,450
GST  3.772+1.601 2,753+1,360  3,613£1,468  3,250+1,886  2,694%0,531

Resultados estao representados como Média + SD. * Diferengas significantes entre grupos tratados
e controle (p < 0.05)

Ja para musculo, houve aumento na formagédo de MDA (DF= 4,31; F=3,324; p=0,022)
no grupo ATZ2 (p=0,033). Houve aumento na atividade de SOD (DF=4,33; F=3,757,
p=0,013) no grupo ATZ1 ug/L (p=0,005) (Tabela 4) e para os demais biomarcadores
analisados, nao foi observado alteragdes estatisticas.

Tabela 4. Niveis de 6xido nitrico (NO) (umol/l), malondialdeido (MDA)(umol/mg proteina) e proteina
carbonilada (PC) (nmol/ml) e atividade das enzimas antioxidantes superoxide dismutase (SOD) (U/mg
proteina), catalase (CAT) (KU/ml) e glutathione S-transferase (GST) (umol/min/ml) em musculo de
lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) em diferentes grupos de tratamento.

Musculo Controle ATZ0,5 ATZA1 ATZ2 ATZ10
NO 19,560+11,720  16,630+5,521 15,070+1,071  13,780+6,364  17,020+5,849
MDA 0,108+0,023 0,111+0,017 0,119+0,019  0,134+0,183* 0,095+0,021
PC 1,242+0,450 1,057+0,869 0,893+0,294 0,966+0,821 0,628+0,323
SOD 1,603+0,274 2,181+0,553 3,434%1,293*  2,496+0,693 2,108+0,982
CAT 3,389+3,056 1,50910,7952 1,761+0,8214  3,419+2,089 2,776+2,487
GST 0,856+0,287 0,692+0,208 0,879+0,407 0,660+0,350 0,625+0,242

Resultados estao representados como Média + SD. * Diferencgas significantes entre grupos tratados
e controle (p < 0.05)

Branquias > lGST (ATZ0,5,1,2e10)
Figado > TMDA (ATZ1 e 2) lCAT(ATZZ)
Testiculo > T CAT (ATZ1)

Musculo > T MDA (ATZZ)T SOD (ATZ1)




Fig. 1: Resumo das diferencas dos marcadores oxidativos/nitrosativos ou atividade enzimética de
branquias, figado, testiculo e musculo de peixes lambaris contaminados com atrazina
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DISCUSSAO

Este estudo avaliou os efeitos da exposicdo crbnica a concentragdes
ambientalmente relevantes de ATZ sobre marcadores do estresse oxidativo tecidual
em lambaris-do-rabo-amarelo adultos, a fim de se investigar se mesmo baixas
concentracdes alteram o balango oxidativo tecidual nesta espécie neotropical, que
inclusive apresenta interesse comercial.

Em nosso trabalho, foram observadas alteracbes de diversos biomarcadores
oxidativos em todos os tecidos analisados. No entanto, essas alteragdes variaram
entre os tecidos analisados, conforme a concentragcdo e o biomarcador.

Nas branquias dos peixes deste estudo foram observadas a diminuicdo da
atividade enzimatica da GST nos grupos exposto a todas as concentracbes de ATZ.
A queda na atividade da enzima GST em bréanquias e outros o6rgados de animais
expostos a alta doses de ATZ ja foi relatada e estudada em Cyprinus carpio L [39] e
uma das hipoteses levantadas pelo estudo € de que a ATZ pode exercer agao direta
sobre a enzima ou sobre a regulacdo de genes relacionados. Entre figado, cérebro,
rim e branquias, as branquias foi o que demonstrou os menores valores de expressao
de mRNA relativo a classes de GST e é possivel que por isso ela seja mais sensivel
a quedas na atividade dessa enzima, sendo a unica que apresentou resultados
estatisticos em nosso estudo [39]. Apesar das alteragdes nas enzimas antioxidantes,
nao foi observada nenhuma diferenca em relacdo ao MDA, PC e NO em animais
expostos. As branquias estdo em contato continuo e direto com a agua e
contaminantes aquaticos, isso confere a esse 6rgdo um sistema de defesa eficiente
[12] que, possivelmente, protegeu as células de danos maiores como carbonilagdo de
proteinas e oxidagao lipidica.

No figado dos peixes deste estudo ndo houve alteragao nos niveis de NO e nem
das atividades das enzimas GST e SOD. Houve diminuigdo na atividade da CAT no
grupo ATZ2, mesmo resultado foi encontrado em figado de Prochilodus lineatus, um
peixe também neotropical, nas concentragdes 2,0 e 10,0 ug/L, por 24 e 48h[40], o
tempo prolongado de exposigdo pode ter sido um fator importante na auséncia de
resultados na concentragao de 10,0 ug/L. Nés encontramos um aumento nos niveis
de MDA nos grupos expostos a concentragao 1.0 e 2.0 pg/L, e isso reforga a teoria de
que baixas doses de ATZ a uma exposi¢cao subcrdnica pode ocasionar danos
hepaticos. A exposicdo a longo tempo a um toxico pode acarretar, entre outras
consequéncias, ao retorno dos niveis de defesa antioxidantes a uma faixa
estacionaria[12]. Portanto, a auséncia de resultados mais conclusivos pode se dar
pela exposicédo prolonga. Nossos resultados vao de acordo com o estudo realizado
com peixes africanos Clarias gariepinus [41] expostos por 28 dias a concentragdes de
7,75, 8¢ 8,5 ug/L de ATZ que obtiveram aumento dos niveis de MDA no figado.

Apesar de estudos demonstrarem que a ATZ pode comprometer a funcéo
reprodutiva de peixes [42—44], em testiculos dos lambaris expostos, houve aumento
da atividade de CAT apenas para os animais expostos a concentragéo 1.0 ug/L de
ATZ. Nao houve diferenga para os outros biomarcadores. Aumentos na atividade da
enzima CAT ja foi relatado para doses LCso de ATZ em figado de Channa Punctatus,
esse aumento foi acompanhado por um aumento na atividade da SOD [45]. Além
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disso, a concentragdes de 10 e 100 pg/L de ATZ por 11 dias diminuiram a expresséo
génica relacionada com a SOD e reparo de DNA em testiculo de peixe-zebra [44]. No
entanto, nosso estudo avalia concentragbes mais baixas e prolongadas, que podem
nao ter sido suficiente para ocasionar grandes danos, ou pode ter induzido
homeostase redox.

No musculo dos animais expostos a concentracdo 1.0 ug/L de ATZ houve
aumento da atividade da enzima SOD. As outras enzimas CAT e GST, ambas
complementares a atividade da SOD, ndo demonstraram diferenga entre as
exposigdes, assim como os niveis de NO e PC. No entanto, houve aumento nos niveis
de MDA em musculo de animais expostos a 2 ug/L. O aumento nos niveis de MDA no
musculo s&o indicios de dano na membrana celular e ja foram relatados para Cyprinus
carpio coletadas em ambientes com contaminagado por simazina, um herbicida da
mesma classe que a atrazina [46].
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CONCLUSAO

Nosso estudo apresenta indicios que concentragdes baixas e ambientalmente
relevantes 0.5, 1.0, 2.0 e 10.0 pg/L de ATZ podem interferir no status oxidativo de
branquias, figado, musculo e testiculo de peixe neotropicais sobre exposi¢ao cronica.
O musculo, assim como figado também demonstrou ser afetado pela ATZ. No entanto,
nossos resultados n&o s&o conclusivos e necessitam de mais analises e mais
pesquisas para confirmar o grau de citotoxicidade e como ela age no status oxidativo
do animal.
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ANEXO

Anexo 1 — Certificado de aprovagao do comité de ética

B 4?@ {5 UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
: / " COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DE PRODUCAO
VRNE T cruaPUFY

Campus Universitario — Vigosa, MG — 36570-900— Telefone.(31) 3899.3275 — e-mail: ceuap@ufi.br — site: www.ceuap.ufiibr

Vigosa. 04 de Out. de 2017

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliacao da acdo desreguladora endocrina do herbicida
atrazina no crescimento, desenvolvimento e reproducio de peixes: lambaris (Astyanax altiparanae) como
espécie nativa de modelo experimental"”, protocolo n® 043/2017. sob a responsabilidade de Mariella
Bontempo Freitas - que envolve a producio, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
chordata, subfilo vertebrata (exceto o homem). para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os preceitos da lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do decreto n® 6.899. de 15 de julho de 2009, ¢
com as normas editadas pelo conselho nacional de controle da experimentacio animal (concea), ¢ foi aprovado
pela comissdo de ética no uso de animais de producfio da universidade federal de vigosa (ceuap-ufv) em reunido
de 18 de Ago. de 2017.

Finalidade: ( X )Pesquisa ( )Ensine

Vigéncia do Projeto: de 04 de Out. de 2017 a 01 de Out. de 2019

Espécie/linhagem: Peixes (Astyanax altiparanae) N® de animais: 600

Peso: 1.6 g Idade: 30 dias Sexo: "—' Origem: Setor de PisciculturaTUFV - CPF/CNPJ:
25.944.455/0001-96

CERTIFICATE

We certify that the project entitled "Potential endocrine-disrupting effects of atrazine on fish growth,
development and reproduction: the yellowtail tetra (4styanax altiparanae) as a native fish model", protocol
n® 043/2017, under the responsibility of Mariella Bontempo Freitas - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum chordata, subphylum vertebrata (except man), for
scientific research purposes (or education) - is in accordance with the law n°. 11.794, of October 8. 2008, Decree
n°. 6899 of July 15, 2009, and the rules issued by the Brazilian National Council for Animal Experimentation
Control (CONCEA), and was approved by the Ethics Commission on the use of farm animals of Universidade
Federal de Vigosa (CEUAP-UFV) in its meeting on Aug, 18th, 2017.

Finality: ( X )Research { )Education

Duration of the Project: from Oct, 04th, 2017 to Oct, 01st, 2019.

Species / strain: Fish (4Astyanax altiparanae) N® of animals: 600

Weight: 1,6 g Age: 30 days Sex: "—-" Source: Setor de Piscicultura/UFV - CPEF/CNPI:
25.944.455/0001-96
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