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RESUMO

SILVA, Stella Bicalho, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, junho dé&.ZbfRitos
toxicoldgicos do herbicida atrazina sobre o balanco oxidativo, regulacdo hormonal
desempenho produtivo de juvenidAstyanax altiparanae Orientadora: Mariella Bontempo
Duca de Freitas. Coorientadores: Jener Alexandre Sampaio Zuanon, AaaSal&io e
Reggiani Vilela Gongalves.

A Atrazina (ATZ) é um herbicida sintético amplamente utilizamo controle de plantas
daninhas devido a sua capacidade de inibicdo da fotossintese. Entsgtantsp frequente,
associado a sua alta solubilidade na agua, tem causado intensairag@ando ambiente
aquatico e de espécies ndo-alvo. Considerando os dados existentestswiomdogia da
atrazina, o presente estudo traz uma nova abordagem por meidlidedavdos efeitosal
exposicado de doses ambientalmente relevantes do herbicida ATZ sobesmgpladidativo,
regulacdo hormonal e desempenho produtivo de peixes juvenis Neotropicais da espéc
Astyanax altiparanaeApoés 35 dias de exposicao as concentracoes: 0,00 (CTR-controle), 0,56
(ATZ0,56), 1,00 (ATZ1,00) 1,66 (ATZ1,66) e 11,66 pug/L (ATZ11,66) foi observado aumento
nos niveis dos marcadores oxidativos malondialdeido (MDA) e proteinas carto(f&dao
musculo de peixes do grupo ATZ11,66. Aumentos de MDA também foram obsenzdos
branquias e figado dos peixes ATZ11,66. Houve aumento da atividade dasenugiaraxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GSmjistulo e figado de
peixes expostos ao grupo ATZ11,66. Nas branquias, houve aumento de CAT em AEZ11,66
GST em todos o0s grupos expostos ao herbicida. Peixes expostos a ATZ11,66) tamb
apresentaram aumento nos niveis de cortisol e glicose sanguinea, bemimamicado de
36,6% na taxa de sobrevivéncia. Nossos resultados sugerem que a exposicénteacdas
ambientalmente relevantes do herbicida ATZ, sobretudo 11,66 pg/L, provogawms da
oxidativos teciduais especialmente em fragmentos de musculo, bem altenacdes
metabdlicas e enddcrinas, capazes de comprometer a sobrevigémpéixes juvenisge,

portanto, causar prejuizos a producéo desta espécie.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Estresse oxidativo. Hormonios. Sobrevivéncia.



ABSTRACT

SILVA, Stella Bicalho, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June, Zu&icological
effects of the atrazine herbicide on oxidative balance, hormonal regulaticand productive
performance in juveniles Astyanax altiparanae Adviser: Mariella Bontempo Duca de
Freitas. Co-advisers: Jener Alexandre Sampaio Zuanon, Ana Lucia Salaro andiR&kxga
Goncalves.

Atrazine (ATZ) is a synthetic herbicide widely used in weed controlaliie tapacity to inhibit
photosynthesis. However, its frequent use, associated with its high solubiitgter, has
caused contamination of the aquatic environment and non-target speciesle@umnghe
existing data on atrazine toxicology, the present study brings a new appnoawght the
evaluation of the effects of exposure to environmentally relevant doatiens of the herbicide
ATZ on the oxidative balance, hormonal regulation and productive performaneetwbpical
juvenile fish Astyanax altiparanaespecies. After 35 days of exposure to concentrations as
follow: 0.00 (CTR-control), 0.56 (ATZ0.56), 1.00 (ATZ1)0Q.66 (ATZ1.66) and 11.66 ug/L
(ATZ11.66, we observed an increase in oxidative markers levels such as milehyde
(MDA) and carbonylated proteins (CP) in muscle from fish ATZ11.66. Increase in MDA were
also observed in the gills and liver of ATZ11.66 fish. There was an incredise activity of
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione S-transfegages(@ymes in
muscle and liver of fish exposed to ATZ11.66 group. In the gills, there wasraase in CAT

in ATZ11.66 and GST in all groups exposed to herbicide. Fish from ATZ11.66 group also
showed increase in cortisol and blood glucose levels, as well assBeofe26.6% in survival
rate. Our results show that exposure to environmentally relevant dosesAdiZheerbicide,
mainly 11.66 pg/L, causes tissue oxidative damage, especially in muscle fragmeetsaas w
metabolic and endocrine changes, impairing fish development, and thereforedzamags to

the production of this species.

Keywords: Ecotoxicology. Hormones. Oxidative stress. Survival.
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1. INTRODUCAO

O uso de pesticidas tem se tornado cada vez mais frequente na agricultura modésna (XIN
et al, 2012). O aumento populacional e a preocupacao com a producéo de alessenosais
séo fatores que contribuem para 0 uso crescente destes pesiiicidds,otimizar aproducdes
agricolas nos diferentes campos de cultivo (KUM&Ral, 2019). Entretanto, € notavel que
guantidades demasiadas destes pesticidas, frequentemente encontragoa aano solo,
representam uma ameaca aos recursos hidricos disponiveis na natureza e ao eamsgaiBtema
um todo (GOMESt al,, 2020; MONTIEL-LEONet al, 2019; XINGet al, 2012).

A atrazina (1-chloro-3-ethylamino-5-isopropylamino-2,4,6-triazine, ATd)néherbicida
sintético de meia-vida longa de 41 a 231 dias, amplamente utilemadambientes rurais
(MELA et al, 2013; SINGHet al,, 2018). Introduzida mundialmente pela primeira vez em
1958 pela empresa Suica Geigy company®, seu uso individual ou em sinergiatoosn
pesticidas, objetiva suprimir o crescimento de plantas daninhas, provocando efeitdesleleté
no fotossistema Il em diferentes culturas, principalmente milho, sorgo e cagaede-aendo
o Brasil um dos maiores produtores mundiais destas culturas em volurhéGHilER et al,
2009; KARLS®N et al, 2016; PEREIRAet al, 2014; SINGHet al., 2018).

Apesar de ter seu uso banido pela Unido Europeia desde agosto (8TARA; KOUBA;
VELISEK, 2018), a ATZ continua sendo considerada o segundo pesticida maalatiho
Brasil e no mundo, com um consumo mundial anual atingindo valores entre 70.000 e 90.000
toneladas (SINGHet al, 2018). Além disso, sua baixa persisténcia no solo faz com que
repetidas aplicacdes sejam requeridas nos campos de ¢NKXANI et al, 2010; SINGHet
al., 2018). Sao diversas as formas pelas quais a ATZ pode entrar ato comt 0 ambiente,
entre elas a pulverizacao, o transporte atmosférico e escoamentds (4. OPPOet al,
2020), o que faz com que alcaws lencais freaticos e, consequentemente, cause contaminacao
de uma gama de espécies ndo-éMa ALBUQUERQUEzet al, 2020).

Devido ao seu potencial efeito téxico, no Brasil, 0 Conselho Nacionakde Ambiente
(CONAMA), estabeleceu valores maximos permitidos para o uso da Aildo 46 ug/L em
aguas de irrigacdo, 5 pg/L para a dessedentacdo de animais e 2 p@lpptaiilidade de
aguas (CONAMA, 2008). Entretanto, valores acima dos estabelecidos, erara&dug/L,
tém sido reportados em ambientes proximos aos campos de (DELGEORSOet al., 2020;
PAULINO; SOUZA; FERNANDES, 2012).
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A exposicao a atrazina, pode induzir a ocorréncia de estressivixi provocado por um
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ER&S)defesas
antioxidantes dos organismos, provocando danos em lipidios, proteinas e no DNA
(JABLONSKA-TRYPUC et al, 2017; OLIVEIRA et al, 201§. Bioquimicamente, o
mecanismo de acdo da atrazina no metabolismo mitocondrial se déipoda inibicdo da
ATP sintase, ao qual aumenta a producdo de EROS, resultando em disfuncées metabdlicas em
organismos nao-alvo (DESTRé& al, 2021; PAULINO; SOUZA; FERNANDES, 2012).
Assim, estudos prévios demonstraram que a exposi¢cdo de doses ambidatadhevantes,
como 2 e 10 pg/L do herbicida ATZ possa exercer efeitos em difexeasede organisns
nao-alvo, resultando na alteracéo do perfil oxidativo de peixes atrasém@nto da formacéao
de EROS e atividade de enzimas antioxida(@@NTOS; MARTINEZ, 2012), provocando
hipertrofias e hiperplasias no epitélio lamelar branqiHAULINO; SOUZA; FERNANDES
2012),e alterando a estrutura dos foliculos tireoideanos em fémeasldgrostris, indicando
atividade desreguladora enddcrina deste herb{Gé@a.OPPOet al, 2020). Porém, pouco se

sabe a respeito dos efeitos toxicologicos da ATZ sobre espécieselejpeenis Neotropicais.

Os peixes constituem um extenso grupo de vertebrados que habitam diferentes
ecossistemasDentre eles, os peixes de agua doce atuam no fornecimento de servicos
ecossistémicos de grande importancia ecoldgica, econdmica, nutreiceatifica, além de
oferecer uma importante fonte de proteina para humanos e por isso consttuieim de
subsisténcia de comunidades ao redor do mundo (RADINGERal, 2019). O
compartilhamento da agua e do espaco fisico destinados ao cultivalaagrioroducédo do
pescado, tem se tornado uma pratica frequente, uma vez que os peixapedbam
importantes funcbes ecoldgicas na ciclagem de nutrientes e cadfiias (CLASENet al,

2018). Portanto, € sabido que as atividades antrépicas como 0 uso demagpadicidag
descarte incorreto das aguas de irrigacao, eapeazcontaminar ambientes hidricos naturais e
pisciculturas, sdo responsaveis por ameacar a sobrevivéncia de rspéees de peixes,
ocasionando prejuizos aos processos de crescimento, desenvolvimento e rep®ducéo,
consequentemente causando uma reducao geral da producao do pescado (DEHBZRCK
MINNS; CHU, 2015). Ademais, o consumo de peixes contaminados pode ser uma das
principais vias de contaminacdo humana por pesticidas ambientais (CL&S&N 2018
FIANKO et al, 2011).

O lambari-do-rabo-amarel@$tyanax altiparanae) um peixe nativo de agua doce com

ampla distribuicdo nos estados brasileiros, sendo uma espécie coelateiddo a sua alta
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taxa reprodutiva, curto ciclo deproducéo, alto valor comercial e habito alimentar onivoro
(FERREIRAEet al, 2014), frequentemente utilizado na pesca esportiva € no consumo humano
(DO NASCIMENTOet al., 2017), razdes pelas quais a torna essencialmente importante para a
aquicultura Neotropical (CARNEIRO-LEITEt al, 2020). Considerada uma componente
importante da ictiofauna, esta espécie € considerada ecologicaglengmte por atuar em
diferentes niveis tréficos e contribuir para o equilibrio de ecossistmaguiferos brasileiros
(CHEHADE et al, 2014; MARQUES; MOREIRA; GOMES, 202Mevido ao seu tamanho
reduzido e facil adaptacdo as condi¢des laboratoriais, esta empéc&lo escolhida como
modelo experimental em pesquisas em ecotoxicologia, incluindo estudo®aydana os
efeitos de contaminantes quimicos e ambientais (ABDAldtAal, 2019; DE-SIQUEIRA
SILVA et al, 2017; MUNOZ-PENUELAet al, 2021; ZAGANINIet al,, 2012).

Em organismos aquaticos, os estagios iniciais do desenvolvimento geeatepresentam
um periodo de maior susceptibilidade a perturbacdes ambientais, garadma individuos
adultos (DEHNERTet al, 2018). De acordo com Mohammed (2013), esse principio pode ser
explicado pela alta taxa de diferenciacdo no grau de desenvolvimento dasismes
homeostéticos, fisiolégicos e imunoldgicos, muitas vezes impulsionados por hocrb@nitwe
os mediadores do crescimento e desenvolvimento, os horménios tireoidiangsssdsamum
importante papel nas fases iniciais do desenvolvimento por meio do eangtdbdlicado
crescimento (TOVO-NET@t al, 2018). Dessa forma, a avaliacdo dos efeitos toxicologicos
causados pela exposicdo a contaminantes em peixes em desenvolvimerftm@amental

importancia para preservacao e conservagao das espécies.

Baseado nas informacfes supracitadas, o objetivo deste estudo consietiastigar 0s
efeitos da exposicéo subcrénica (35 dias) de doses ambientalmevdatesd do herbicida ATZ
sobre o balanc¢o oxidativo, regulacdo hormeddsempenho produtivo de juvenisAtgyanax

altiparanae,uma espécie de peixe Neotropical

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparo do herbicida

A formulacao comercial Atanor® 50 SC contendo o herbicida atrazina como imgeedie

ativo 500 g/L (50,0% m/vijoi adquirida com o fabricante e solu¢des estoque de concentracéo
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unica 7,5 pg/mL foram preparadas semanalmente. As solugbes foram mantidas eos frasc
ambar e refrigerados a 4°C. Da solucao estoque, 1, 2, 4 e 20 mL foram tranpeadtis L

de agua, resultando nas concentracdes 0,56, 1,00, 1,66 ed/1.66spectivamente.

2.2. Animais

Juvenis deAstyanax altiparanadCharaciformes: Characidae), 20 dias pés-ecloséao,
(n=600; peso corporal médio 0,79 = 0,076 g), foram obtidos da Piscicultura PEIXECOM,
situada na cidade de Porciuncula (20° 57' 49" Sul, 42° 2' 34" Oeste), RJe Biaaidos para
o Laboratério de Fisiologia Aplicada a Piscicultura (LAFAP) da Unidade Federal de
Vicosa, Vicosa, MG, Brasil. Os peixes foram aclimatados por 8 didareques de 500 litros,
contendo 4gua desclorificada, em temperatura 26 +sifi€aeracdo constante e fotoperiodo
(12h claro: 12h escuro). Os peixes foram alimentados diariamente com nagioiabdo tipo
extrusada, com teor proteico bruto de 28%. Todos os procedimentos realizadestoelste
estdo de acordo com a declaracéo ética da Comisséo de Eticad® Afimais de Producéo
da Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-UFV) sob protocolo n°® 043/2017.

2.3. Desenho experimental

ApO6s a aclimatagdo, os peixes foram individualmente contados, pesados
randomicamente divididos em 5 tratamentos (4 repetigbes/tratamermopdad em aquarios
de 60 litros (n=30/aquério). Os aquarios foram previamente identificadakcados
aleatoriamente no laboratério. Por um periodo de 35 dias, os peixes foram expostos as
concentragdes de ATZ, tais como: 0,00 (CTR-conkr6l&6 (ATZ0,56), 1,00 (ATZ1,00), 1,66
(ATZ1,66) e 11,66 pug/L (ATZ11,66), quando ao fir@prreu a eutanasia e coleta dos dados.
O periodo de exposicao de 35 dias foi escolhido afim de se investidaitos éa exposicao
subcronica ao herbicida, além de estreitar a faixa de crescidwnjiovenis. Durante o periodo
de exposicdo a atrazina, 116 peixes morreram, 0 equivalente a 19,6%. Entesttnto,
mortalidade esteve bem distribuida por entre os tratamentosstestatente evidenciada nos

grupos expostos ao herbicida.

2.4. Exposicao e coleta de amostras

A cada 72 horas, 50% da agua dos aquarios foi renovada e a cada reposicdo, as
concentracfes propostas de ATZ foram retiradas da solucdo estoqueiomadds aos
respectivos aquarios, totalizando 35 dias de exposi¢cdo. Durante o periodmexiatrias

adequacdes laboratoriais foram mantidas, com adicdo da determinacparatostros de
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gualidade da agua, tais como: andlise do teor de oxigénio diss@vida: ug/mL, ambnia
toxica: <2.0 ug/mL e pH: 7.0 - 7.2, sendo realizadas através de kits @mm@réBCON
TEST®). Ao final do experimento, os peixes foram contados, pesados,stadasacom o uso

de mesilato de tricaina (MS222, 500 mg/L) e dissecados. Para assaddlislanco oxidatiyo
pools de musculo, branquias e figado (n=8/tratamento) foram coletados atératimgieso
minimo de 100 mg. As amostras foram imediatamente congeladadregémio liquido e
posteriormente estocadas em freezer -80°C. Imediatamente apo0s aigutanastras de
sangue foram coletadas para a determinacao da glicose sanguinea. Para as andlisgs,horm
pedudnculos caudais (n=8/tratamento) foram coletados por meio de excisdo angidhdos

em nitrogénio liquido e estocados em freezer -80°C.

2.5. Determinacgdo da ATZ na agua

Semanalmente, apés a renovacdo da agua dos aquarios, amostras de agua
(n=4/tratamento) foram randomicamente coletadas e estocadas em drabensa -20°C. A
determinacdo da ATZ na agua foi realizada através da técnicaudeensaio enziméatico
através do kit Abnova (KA3965; sensibilidade <0.5 ug/L) em espectrofotdmetro de varredura

para microplacas (Multiskan FC, Thermo Scienlific

2.6. Marcadores oxidativos e enzimas antioxidantes

Amostras de musculo, branquias e figado (100 mg) foram homogeneizadas em 0.2
mol/L de tampéao fosfato, 1 mmol/L de &cido etilenodiamino tetra-acEDTA), pH 7.4
usando um homogeneizador (OMNI). Os homogenatos foram centrifugados a 15000 g a 4°C
por 10 minutos. Os sobrenadantes foram usados para as analises de malkmdhAj,
oxido nitrico (NO), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa $etemes
(GST) e proteinas totais. Os pellets resultantes foram utilizadosapdederminacédo de
proteinas carboniladas (PC). Todas as analises foram realizadas eoatasiplisando
espectrofotometro (UV-Mini 1240, Shimadzu, Japan) ou leitora de microplacasm@rhe
Scientific, Waltham, MA, USA).

2.6.1. Peroxidagéo lipidica

A peroxidacdo lipidica foi mensurada de acordo com Buege e Aust (1975). A analis
mensura a formacédo do malondialdeido (MDA) total formado, considerado um marcador da
peroxidacao lipidica. Dessa forma, 0,2 mL do sobrenadante dos tecidos foram horadgsnei
em 0,4 mL de solucdo a base de &cido tricloroacético (TCA, 15%) / acido itinties{TBA,
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0,375%) / &cido cloridrico (Hcl, 0,6%) e vortexado. A mistura foi deixada por 40 minutos em
banho maria a 90°C. Depois de esfriar sobre o gelo, foi adicionado 0,6 mL dééateool e

o0 soluto foi vortexado por 2 minutos e centrifugado durante 10 minutos a 9000 g. A absorbancia
foi lida a 540 nm em leitora de microplacas. A concentracdo de MDA tindimada usando

curva padrao de concentragcbes conhecidas de 1,1,3,-tetrametoxipropano (TMPO). Os

resultados foram expressos em pmol/mg de proteina.

2.6.2. Oxidacao de proteinas

A oxidacao de proteinas foi mensurada pelo método de Letvale (1994), no qual se
utiliza os pellets obtidos apos a homogeneizacao dos tecidos. A aonaksste na reacdo dos
grupos carbonilas com o DNPH. Os pellets foram suspendidos com TCA a 1Q%, gela
centrifugados (5000 g durante 10 min a 4°C). O sobrenadante foi retirado, adicionando 0,5 mL
de solucdo DNPH 10mmol/L diluida em acido cloridrico (7%), misturados emxverté
mantidos a temperatura ambiente no escuro durante 30 minutos e agitadiisapesiute.
Posteriormente, 0,5 mL de TCA gelado foi adicionado em cada tubo. O precifutado
novamente centrifugado e o sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado $résmeze
1 mL de Acetato de Etila e Etanol (1:1 v/v). Entdo, 1 mL de dodeaiteulle sédio (SDS) a
6% foi adicionado em cada tubo. Os tubos foram centrifugados afim de dissolver os pellets e 0
sobrenadante foi mensurado pela absorbancia de 370 nm. Os resultados forasoegpres
nmole/mL de proteina com base no coeficiente de extingdo mat87@e= 22 mmol/L x cm.

2.6.3. Producédo de 6xido nitrico

A producao de 6xido nitrico (NO) foi quantificada pela reacao padrao des Gr8¥9).
Resumidamente, 501 pforam adicionados a volume igual de reagente de Griess (1%
sulfanilamida, 0,1% N1-Naftil) etilenodiamina e 2,5% 4#Qy) e incubados a temperatura
ambiente durante 10 minutos. A conversdo da absorbancia em concentragcdes micromolares de
NO foi deduzida a partir de uma curva padrédo usando concentra¢des conthecidat de
sodio (NaNQ). A absorbancia foi mensurada a 570 nm em leitora de microplacas gadesul

foi expresso emmol/L.

2.6.4. Atividade da superoxido dismutase

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada pela habilidaderda enzi
em catalisar a reacdo do superoxidd)(@m peroxido de hidrogénio §85) diminuindo a auto

oxidacéo do pirogalol (HEART, 2013}asicamente, 99 pl de tampao fosfato (5 mmol/L, pH
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7.0) foram adicionados a 30 pl de amostra. A reagdo teve inicio com a adi¢do de 15 pl de
pirogalol (100 umol/L). A leitura da absorbancia foi realizada em leitora de microplacas a 570

nm. Os resultados foram expressos em U SOD/mg de proteina.

2.6.5. Atividade da catalase

A atividade da catalase (CAT) foi mensurada de acordo com(2@®4) usando KO-
como substrato. Assim, 1 mL de®foi adicionado a reagéo contendo llQle amostra ¢ 1
mL de tampéo fosfato (50 mmol/L, pH 7.0). A atividade de CAT foi definida ¢geyjradacao
da enzima pelo peroxido de hidrogénio. A leitura foi monitorada a 240 nm duraniteltb
com intervalos de 30 segundos. Um coeficiente de extingdo s2d@r= 0.036 mmol/L cm foi

usado nos célculo8sresultados foram expressos em U CAT/mg de proteina.

2.6.6. Atividade da glutationa S-transferase

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi mensurada pelo métbtiabiget
al., (1974). Essa atividade € baseada na formacdo de um conjugado-glutation2,4el
dinitroclorobenzeno (CDNB). Adicionou-se 1 mmol/L de CDNB ao tampé&o contendo 1
mmol/L de GSH e 1@ da amostra a ser testada. Apos a adicdo do CDNB, monitorou-se a
absorbancia a 340 nm durante 90 segundos. Utilizou-se o coeficiente de exttey@340 =

9,6 mmol/Lx cm. Os resultados foram expressos em pumole/min/g.

2.6.7. Proteinas totais

Proteinas totais foram mensuradas de acordo com Letvrgl, (1951) para a

padronizacao dos resultados, utilizando albumina sérica bovina como padréo.

2.7. Glicose sanguinea

ApOGs a eutanasia dos animais, amostras de sangudsty@nax altiparanae
(n=16/tratamentojoram coletadas por meio de excisédo caudal. As amostras de sangue foram
colocadas diretamente sobre tiras de teste unidas ao glicoséhggtib(Accu-ChekActive®

Roche, Mannheim, Germany).

2.8. Andlises hormonais

Os horménios foram extraidos do pedunculo caudal pelo método de Guest (2016),
adaptado. Brevemente, cada pedunculo foi seccionado em pequenas fragséés, ge
adicionado a 2 mL de tampao PBS gelado (pH 7.4) contendo 1 mM de 6-propyl-2thiouraci
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(PTU) previamente preparado e estocado a -20°C. As amostras foram honaoigasneizando

um homogeneizador (OMNI) por cerca de 50 segundos. As amostras foram transfeaidas pa
tubos de tampa de rosca contendo 10 mL de éter etilico. Os tubnsafgitados em vortex por

1 minuto e centrifugados a 2000 g a 4°C por 5 minutos. A fase etilica foi transferida para tubos
de ensaio. O procedimento foi repetido duas vezes com o sedimesmterests sobrenadantes
coletados foram deixados secar em banho maria a 90°C. As amostrasetamastituidas em

500ul de Assay buffer (0,1M HEPES pH 7.4, 0,1M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mg/mL PEG 4000)

e mantidas refrigeradas a 4°C durante a noite. Os hormonios Cortisol, Tomdat (Tz) e
Tiroxina (Ts) foram determinados através de kits comerciais de imunoensaio eoaimati

seguindo os protocolos fornecidos pela empresa USA diagndstica.

2.9. Desempenho produtivo

Ao final do experimento, os peixes foram novamente contados e individualmente

pesados para o célculo das seguintes variaveis de desempenho produtivo:

Taxa de sobrevivéncia (TS) = (numero final de peixes/namero inicial de peixes) x 100;
Ganhoem peso (GP) = peso finalpeso inicial;

Consumo de racao aparente (CR) = peso da racao injpeao da racao final;

Converséo alimentar (CA) = CR / GP;

Taxa de crescimento especifico (TCE) utilizando, a equagédo proposRigser (1979),

apresentada a seguir:

InPF (g) —InPI (g)
Tempo (dias)

TCE = x 100,

Em que: PI = Peso inicial médio dos peixes (g) e PF = Peso final médio dos peixes ().

2.10. Anélises estatisticas

A distribuicdo dos dados foi determinada pelo teste Shapilto-usando o software
GraphPad Prism (versdo 6.0, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Todos os dados
apresentaram distribuicdo normal e foram submetidos a andlise d@aciar{one-way
ANOVA), seguidos de teste post hoc de Tukey para comparacdes multipkdaddsforam
expressos como média e erro padrdo da média. A significancia estdtisgstabelecida em
P<0,05.
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3. RESULTADOS
3.1. Determinacédo de ATZ na agua

Nenhum residuo de atrazina foi detectado nas amostras de agua dos grupos Asentrole

concentragOes de atrazina mensuradas estao descritas na tabela 1.

Tabela 1:Concentra¢gfes de ATZ mensuradasdiferentes tratamentos e expressas em Média
+ EPM (n=4/tratamento).

Tratamento Concentracdo mensurada de ATZ (Lgi
CTR (controle) ND
ATZ0,56 0,56 + 0,04
ATZ1,00 1,00 £ 0,06
ATZ1,66 1,66 £ 0,15
ATZ11,66 11,66 + 1,87

ND = Nao detectado

3.2. Marcadores oxidativos e enzimas antioxidantes

3.2.1 Musculo

No musculo déstyanax altiparanaeg concentracao de MDA aumentou em ATZ11,66
guando comparada ao grupo contr{fe 4= 8,197 P=0,0001) e aos grupos ATZ0,56
(P=0,0003), ATZ1,00 (P=0,0114 ATZ1,66 (P=0,0031) (Fig.1-A). Houve aumento na
formacéo de proteinas carboniladas em ATZ11,66 quando comparadas ao grupo(Eantiole
= 3,50 P=0,0185) e ATZ0,56 (P=0,0407) (Fig. 1-B). Houve aumento da atividade de SOD em
ATZ11,66 quando comparada ao conti@l@ ss)= 2,551; P=0,0278) (Fig. 1-D). A atividade de
CAT aumentou nos grupos ATZ1,6@ATZ1,66 quando comparada ao grupo cont(e{ess=
28,44; P=0,0072P=0,0278. Valores mais altos de CAT também foram encontrados no grupo
ATZ11,66 quando comparada ao grupo controle e aos demais grupos (P<0,0001) (Fig. 1-E). A
atividade de GST aumentou nos grupos ATZO0,563¢~87,16; P<0,0001), ATZ1,00 (P<
0,0001), ATZ1,66 (P<0,0001) e ATZ11,66 (P<0,0001) quando comparadas ao grupo controle.
A atividade de GST também foi alta em todos os grupos com relagédmiaole (P<0,0001),

estando evidentemente elevada em ATZ11,66 (P<0,0001) quando comparada aos grupos
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ATZ0,56 (P<0,0001), ATZ1,00 (P<0,0001) e ATZ1,66 (P<0,0001) (Fig. 1-F). Nao houve
diferencas entre os grupos quanto a producdo de Oxido nitrico no muscAkiydaax

altiparanae(Fig. 1-C).
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Figura 1: Efeito do herbicida atrazina sobre os marcadores do estresse ox&lativo
atividade das enzimas antioxidantes no musculd.dstiparanaeapés 35 dias de exposicao.
(A) malondialdeido- MDA, (B) proteina carbonilada - PC, (C) oxido nitricoNO, (D)
superoxido dismutase - SOD, (E) catalase - CAT, (F) glutationa S-t@sefelGST. CTR:
grupo controle, ATZ0,56: 0,56 pg/L. ATZ1,00: 1,00 pg/L. ATZ1,66: 1,66 ug/L. ATZ11,66:
11,66 pg/L. Os dados foram expressos em Média + EPMC Letras diferentes indicam

diferengas estatisticas entre os grupos (P<0,05).

3.2.2. Branquias

Nas branquias déstyanax altiparanaea concentracdo de MDA aumentem
ATZ11,66 comparada ao contrdlga,ss)= 3,258; P=0,0151) (Fig. 2)AA atividade de CAT
aumentou no grupo ATZ 11,66 quando comparada ao controle e aos demaiqEupes
15,64 P<0,0001 e P<0,0001) (Fig. 2-E). Houve aumento da atividade de GST nos grupos
ATZ0,56 (Fu,35= 35,88 P<0,0001), ATZ1,00 (P<0,0001), ATZ1,66 (P<0,0001) e ATZ11,66
(P<0,0001) quando comparados ao controle. A atividade de GST também se melesada
em ATZ11,66 quando comparada aos grupos ATZ0,56 (P<0,0001), ATZ1,00 (P<0,0001) e
ATZ1,66 (P=0,0004) (Fig. 2-F). Nao houve diferengas estatisticas nos dem@aisefas
analisados nas branquias (Fig. 2-B, 2-ZD).
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Figura 2: Efeito do herbicida atrazina sobre os marcadores do estresse oxa&lativo
atividade das enzimas antioxidantes nas branquiAsaléparanaeapos 35 dias de exposicao.
(A) malondialdeido- MDA, (B) proteina carbonilada - PC, (C) oxido nitricoNO, (D)
superoxido dismutase - SOD, (E) catalase - CAT, (F) glutationa S-traesfe@ST. CTR:
grupo controle, ATZ0,56: 0,56 pg/L. ATZ1,00: 1,00 pg/L. ATZ1,66: 1,66 pg/L. ATZ11,66:
11,66 pg/L. Os dados foram expressos em Média + EPMC Letras diferentes indicam

diferengas estatisticas entre os grupos (P<0,05).

3.2.3. Figado

No figado, a concentragcdo de MDA aumentou em ATZ11,66 quando comparado ao
controle(Fu,35= 2,638; P=0,0284) (Fig. 3)AHouve aumento das atividades de SOD e CAT
em ATZ11,66 quando comparadas ao contr@te ss= 4,470; P=0,0017(F@35 = 3,273;
P=0,0131, respectivamente) (Fig. 3-D e 3-E). A atividade de GSTndoumem ATZ11,66
guando comparada aos grupos controleséf= 5,116; P=0,0009) e ATZ0,56 4ks)= 5,116;
P=0,0399) (Fig. 3-F). Nao houve alteracfes estatisticas nos demais pegdanalisados no
figado deAstyanax altiparana€-ig. 3-B e 5-Q.
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Figura 3: Efeito do herbicida atrazina sobre os marcadores do estresse oxidditinadesle
das enzimas antioxidantes no figado Alealtiparanae apos 35 dias de exposicao. (A)
malondialdeide- MDA, (B) proteina carbonilada - PC, (C) oxido nitrieblO, (D) superoxido
dismutase - SOD, (E) catalase - CAT, (F) glutationa S-transfe@S&. CTR: grupo controle,
ATZ0,56: 0,56 pug/L. ATZ1,00: 1,00 pg/L. ATZ1,66: 1,66 ug/L. ATZ11,66: 11,66 pgL. O
dados foram expressos em Média + EPNI °Letras diferentes indicam diferencas estatisticas

entre os grupos (P<0,05).

3.3. Glicose sanguinea

Houve aumento na concentracdo de glicose sanguinea em peixes do grudqQ68TZ
quando comparado ao contr@k,70= 3,482, P=0,0064) (Fig)4

150+
- b
2 100{ @ ab ab ab
é —— —t—
Q
[72]
g s
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0 T T T
< © Q © &
0& ,(\9ﬂ (1:\9 ,(\:\? '\/\\ﬂ
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Figura 4. Variacdo da glicose plasmatica (mg/dL) em juvenif\siyanax altiparanae
expostos a ATZ por 35 dias. CTR: grupo controle, ATZ0,56: 0,56 pug/L. ATZ1,00: 1,00 pg/L
ATZ1,66: 1,66 pg/L. ATZ11,66: 11,66 pg/L. Os resultados foram expressos em:AViEeiM.

a.b| etras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os graoo85)P

3.4. Anélises hormonais

Houve aumento dos niveis de cortisol nos peixes expostos ao tratamento ATZ14¢g86 qua
comparado ao grupo controlef)= 3,403; P=0,0219) (Fig. 5-A). N&o houve diferengas
estatisticas quanto a concentracdo dos hormonios tireoidianos avaliadoEi§-Gy
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Figura 5: Concentragdo dos horménios cortisol (A), triiodotirorifia (B) e tiroxina— T4

(C) emAstyanax altiparanaexpostos a ATZ por 35 dias. CTR: grupo controle, ATZ0,56: 0,56

pug/L. ATZ1,00: 1,00 ug/LATZ1,66: 1,66 ug/L. ATZ11,66: 11,66 pg/L. Os resultados foram

expressos em Média + EPRI°Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os grupos

(P<0,05).

3.5.

Desempenho produtivo

Foi observada uma diminuicdo na taxa de sobrevivéncia (TS) dos peixeogxqmst

tratamento ATZ11,66 quando comparados ao con{fas)= 10,16; P<0,001). N&o houve

diferencas estatisticas quanto as demais variaveis de desempenho prodiisadas (Tabela

2).

Tabela 2: Varidveis de desempenho produtivo analisadas em juvenifsti@nax

altiparanaeexpostos a ATZ por 35 dias.

L Tratamentos
Variaveis
CTR ATZ0,56 ATZ1,00 ATZ1,66 ATZ11,66
TS 0583+1,59 83,33+2,7% 80,83+4,5? 80,00+4,96 63,34+3,04
GP 098+0,08 1,01+008 103+0,12 1,06+006 1,060,038
CR 155+0,08 154+00% 167+0,12 1,76+00% 1,75+0,0%
CA 161+0,12 155+0,16 169+0,16 167+0,09 1,65+0,09
TCE 232+0,08 2,33+0,09 237+022 240+0,08 2,42+0,08

TS — Taxa de sobrevivéncia, GPGanho em peso, CR Consumo aparente de ragdo, €/

Conversao alimentar, TCETaxa de crescimento especifico. CTR: grupo controle, ATZ0,56:
po/L. ATZ1,00: 1,00 pg/L. ATZ1,66: 1,66 pg/L. ATZ11,66: 11,66 pg/L. Os resulfadas

expressos em médisEPM. ® PLetras diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos (P<

0,05).

4. DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo a investigar os efeitos da exposicdo subcd@éntzses

ambientalmente relevantes de um herbicida de formulacdo coheeccimo este interfere no
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balanco oxidante-antioxidante, regulacdo hormonal e no desempenho produtivieede pe
juvenis, de elevada importancia ecolégica e comercial, da egstgenax altiparanaeEste
estudo encontrou altera¢cdes nos diferentes parametros avaliados. Entretastalteracdes
variaram conforme a concentracédo de ATZ testada. Observou-se que&@x@osil,66 pg/L

de atrazina provocou reducdo da taxa de sobrevivéncia, induziu desequilibriivexida
alteracdes metabdlicas e enddcrinas, bem como provocou a reducaodiagakeevivéncia

de peixes juvenis Neotropicais.

Em peixes, as branquias, rins e intestino desempenham uma importante funcdo na
biotransformacéo e excrecdo de xenobidticos. Entretanto, o figado é consaeradeiro
orgdo onde todos estes processos sdo metabolizados (PAULINO; SOUZA; RBEESA
2012). Assim, verificamos um aumento da atividade das en&@®Bs CAT e GST em figado
e musculo, bem como aumentos de CAT e GST nas branquias de peixes gxpesins a
ATZ. Entretanto, esta atividade enzimatica ndo foi suficiente panai@ os danos causados
em lipidios e proteinas, visto pelas concentra¢cdes aumentadas Ale N¥O. A atividade
acentuada de SOD e CAT sugere a ativacdo de um potente sistelefesie antioxidante
especifico para eliminar as EROS e radicais livres induzidasAJ¥eZ, uma vez que estas
enzimas formam uma importante linha de defesa primaria e suas ativedtiieselacionadas
(FREITASet al, 2021; PANDEYet al,, 2003). A SOD catalisa a reacéo de radicais superéxido
(O*) em peroxido de hidrogénisl202), enquanto a CAT degrada o peréxido de hidrogénio em
moléculas de oxigénio e agua. J4 a enzima GST, atua em gomadaelinha de defesa
antioxidante, envolvendo a biotransformacéo de moléculas e toxinas, torngadibrasnte
excretaveis e contribuindo para o processo de desintoxicacdo celulaBEGeA al.,, 2018;
OLIVEIRA et al, 2018). Dessa forma, o aumento da atividade destas enzimas pode ser
interpretado como uma tentativa de mitigar os danos causados pela uheaBROS e

radicais livres ap0s exposicao ao herbicida.

Um estudo semelhante revelou um aumento da atividade das e@zmas SOD nos
ovarios de fémeas adultas de peixes zebra expostas por 14 dias a c@wanttaentalmente
relevante de ATZ (10 pg/L) e aumento da concentragdo de MDA no figd@meas expostas
a 100 pg/L de ATZ, sugerindo que a peroxidacdo lipidica pode ser atribiridacdo pelas
EROS, que aumentam a oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados, levando agaeroxida
lipidica (JINet al, 2010). A atividade aumentada destas enzimas pareceu ser sufiaiente
combater os danos causados pela exposi¢cdo a 10 pug/L, mas ndo a 100 pg/losistoge

aumentados de MDA apds a exposicao a esta concentracdo. Similanmesggydo realizado
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com peixes juvenis da espédteochilodus lineatuexpostos por 14 dias a concentragdo 10
Hg/L de ATZ, revelou um aumento da atividade enzimatica de SOD,eGBST, bem como

da peroxidacao lipidica nas branquias (PAULINO; SOUZA; FERNANDES, 2(H®).
contrapartida, adultos destyanax altiparanaexpostos a concentracdes semelhantes de ATZ
por 30 dias, apresentaram um aumento de MDA no figado, embora as branguerthaén
sido afetadas, sugerindo que juvenis desta espécie sdo mais selusiygdsos adultos. Os
autores também observaram aumento da atividade de CAT e GST nas bréDg&aROet

al., 2021).

No presente estudo, foi observado um aumento das concentracdes de Mb#sauto,
branquias e figado de peixes expostos as diferentes concentracbes de ATOmuem c
formacao de proteinas carboniladas em fragmentos de musculo. Hftas@esugerem que
a exposicao a ATZ, especialmente na maior concentracdo testada, provocoxikain®s
em todos os tecidos analisados Algyanax altiparanaeDanosas membranas celulares,
causados pela peroxidacao lipidica, podem alterar a permeabil@latiease levar ao mau
funcionamento das células (FERREIRA-SOUZAal, 2018). Ademais, a ATZ induziu a
oxidacdo de proteinas do musculo o que leva a formacgéo de grupos proteicosinaaifunc
gue podem a longo prazo, comprometer as funcdes natatorias. Radicais tamental
reativos, como o hidroxila (QH ), formados durante o metabolismo elevado do oxggmnio,
responséaveis pela formacéo de grupos carbonilas derivados da modificagincdeidos, 0s
guais prejudicam a estrutura e integridade de proteinas (PARVEZ; REIBL) 2005).Carpas
comuns expostas a 2 pg/L de ATZ por 96 horas, apresentaram concerdtagéatadas de

proteinas carboniladas em fragmentos de musculo (MARINS, 2018).

Alguns estudos tém demonstrado que muitos poluentes podem atuar como atsregul
endocrinos em peixes (DORVAL; LEBLOND; HONTELA, 2003; Létal., 2016; ZHANG
et al, 2016), estimulando ou inibindo a sintese e secre¢do de certos hormoéresposta
neuroendocrina ao estresse envolve a ativagdo do eixo hipotalamo-hipéfisasqétidA)
gue se inicia por meio da secrecdo imediata do hormonio liberador desterbides (CRH)
gue induz a liberacdo do hormdnio adrenocorticotrépico, subsequentemente estiraulando
liberacdo de cortisol pelo cortex das adrenais (TORT, 2011). O aumentasi# éomportante
para fornecer mobilizar energia a curto prazo para responder prontamenteease causado
por contaminantes, mas pode gerar consequéncias negativas no creseiesenvolvimento,
especialmente a longo prazo, por diminuir as funcées imunes e possibgitagimento de
doencas (NIEVES-PUIGDOLLER; BJORNSSON; MCCORMICK, 2007).
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No presente estudo, as concentragbes de glicose e cortisol foramdagilizamo
ferramentas para monitorar as respostas de estresse frente a expodigdbicida. Dessa
forma, foi observado um aumento na concentracao de cortisol em peixes expusiasraento
ATZ11,66 quando comparado ao controle. Este resultado sugere uma ativacao ddAeixo H
como resposta imediata ao estresse causado pela exposicad. auktas, as secrecdes
aumentadas de cortisol e glicose sugerem a ativacdo de uma vigpostaremo estresse
resultante da exposicéo ao herbicida. Adultos da esfétianax altiparanaexpostos por 30
dias as mesmas concentracfes aqui testadas, ndo apresentagato aomniveis de cortisol,
sugerindo que peixes juvenis desta espécie sdo mais sensiveis que(B&EBOROet al.,
2021). Conjuntamente, as modificacbes no metabolismo da glicose tendem@aahar as
variacles fisioldgicas, ambientais e a presenca de agemessests, uma vez que dentre as
influéncias exercidas por estes agentes no metabolismo de carboabtitoss alteracdes das
concentracdes de glicose sanguinea (KUMARAL, 2017; POLAKOFet al, 2012). Niveis
aumentados de cortisol podem elevar a producdo de glicose por meio dososrates
glicogendlise e gliconeogénese, fornecendo glicose a corrente sanguingarpata uma
resposta celular imediata e bem sucedida para reparar o estasado pela exposicdo a
contaminantes (SHELLEt al, 2012; TELESet al, 2017). Neste estudo, a elevacdo da
glicose sanguinea em peixes do grupo ATZ11,66 provavelmente se deve ao aumdkeslos

de cortisol observados em peixes expostos a mesma concentracao.

A sintese dos horménios tireoidianos, esseaghara o desenvolvimento e balanco
metabdlico dos vertebrados, se inicia com a secrecdo do horménio liberadeotlefina
(TRH) que estimula a hipofise a secretar o hormdnio tireoestimulargél) (B este
subsequentemente estimula os foliculos tireoidianos a liberarenh@enénios (ZHANG;
LAZAR, 2000). Em peixes, 04l€é 0 horménio predominante secretado e a conversdasem T
ocorre nos tecidos periféricos por remocdo enzimatica por meio da agdmiodenases
(POWER et al, 2001). Em nosso estudo, ndo houve alteracdes nas concentracdes dos
hormonios & e T4 em fungdo da exposicdo a ATZ. Nossos achados estdo de acordo com os
encontrados para juvenis de salm&o do atlantico expostos por 2110igg/L de ATZ onde
nao foi relatada alteracdo nos niveis plasmaticosdegma diminuicdo nos niveis de & T4
foi encontrada em peixes submetidos a 100 pg/L de ATZ, concentragimisagestada no
presente estudo (NIEVES-PUIGDOLLER; BJORNSSON; MCCORMICK, 2007). Em soma,

estes resultados sugerem que concentracfes de até 10 pg/L de, atiazimsuficientes para
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provocar alteracfes nos niveis dos hormdnios tireoidianos em juveAisattaranaee S.

salar.

A producdo de peixes pela aquicultura tem crescido gradativamente nos altiosps
gerando impactos econdmicos positivaa diversas regides ao redor do mundo (FAZIO,
2019). Entretanto, residuos de pesticidas, frequentemente encontrados proxiraesalset
pisciculturas, causam impactos negativos a satude animal e a qudldzatee como um todo
(LAZARTIGUES et al, 2013). Neste estudo, apesar da exposi¢cdo a ATZ néo ter resultado em
alteracdes na maioria das variaveis de desempenho produtivo anatessadasmo a ingestao
de alimentos, crescimento e eficiéncia de utilizagdo dos nusjeateeducdo da taxa de
sobrevivéncia observada no tratamento ATZ11,66 sugere qU& gp@dde causar danos $10
estoques pesqueiros em ambientes naturais e prejuizos para os criastarespirie. Os
prejuizos na cadeia produtiva podem ser ainda maiores se considerareiegooda
peroxidacédo lipidica muscular no tempo de prateleira do pescado, que pazsymde
diminuir a durabilidade da iguaria ao comprometer o sabor e odor (SECCI e P2RIG),

Além, disso peixes submetidos a estresse pouco antes ou duranteteralmtgualidade da

carne comprometida em funcdo da producdo de espécies reativas, conperbxitos,
representando uma desvantagem econdmica no que diz respeito a alzagfiol desta
espécie. Peixes juvenis de agua doce, pertencentes a seis diferentes fapubtss a baixas
concentragOes do herbicida 2,4-D por 90 dias, apresentaram reduc&o na taxa de sobrevivéncia,
apesar dos adultos nao terem sido afetados, novamente sugerindo que peixesioiveais
susceptiveis a acao toxica de contaminantes ambientais do que os @dHEHNERTet al.,

2020).

Em sintese, as alteracGes no balanco oxidante-antioxidante, metaedbaddcrinas
aqui relatadas provavelmente estao relacionadas com a reducédo da sohaegto€peixes

juvenis analisados neste estudo.

5. CONCLUSAO

Em concluséo, este estudo fornece evidéncias de que a exposicdoentragfies
ambientalmente relevantes do herbicida atrazina, sobretudo na tcag&enll,66 ug/L,
induziu estresse oxidativo causado por meio do aumento dos marcadores oxidativos e enzimas
antioxidantes em branquias, figado e especialmente em musculo. didem provocou

aumento dos niveis de cortisol da glicemia plasmatica, ao mesnpm tem que reduziu a
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sobrevivéncia de peixes expostos ao herbicida. Este estudo @vioemiscos causados pela
exposicdo de doses ambientalmente realistas em peixes juvestiopimis de grande
interesse comercial e relevancia ecologica, sugerindo que outraeespdivas podem estar

ameacadas em fungéo desta exposicao.
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