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RESUMO

A contaminacao de rios, cérregos e acudes por agroquimicos derivados de praticas
agricolas é um problema bastante importante. Atualmente, o Glifosato (Roundup®) é
o principal herbicida utilizado no mundo. Organofosforado altamente solivel em
agua usado em diversas culturas, e também em uso doméstico, esta inserido na
classe de baixa toxicidade. O Herbimix (simazinat+atrazina), considerado de
classificacdo toxicolégica IV (pouco toxico), também é bastante utilizado,
especialmente em culturas de milho. O jundid (Rhamdia quelen), peixe nativo da
Ameérica do Sul, tem se mostrado resistente a contaminantes, o que permite seu uso
como bioindicador ambiental. Uma opcdo para avaliar a contaminagcdo por
agroquimicos é a analise de tecidos, observando-se o metabolismo basal deste
animal e comparando com taxas metabdlicas em niveis de estresse. Assim, o estudo
teve como objetivo avaliar o impacto dos agroquimicos sobre o metabolismo de
carboidratos de jundias e o periodo de recuperacao apds exposicdo. A avaliacao foi
efetuada com dois experimentos, um para cada agroquimico, e cada experimento foi
dividido em duas etapas: na primeira, os peixes foram submetidos a intoxicacéo
aguda com 50% da DL50 por um periodo de 96 horas, e na segunda etapa eles
foram transferidos para tanques com agua limpa onde se fizeram coletas nos
periodos de 45, 90 e 135 dias. Foram avaliados os parametros bioquimicos, como
glicose e lactato sanguineo e glicogénio, nos tecidos, hepatico e muscular. Os
resultados encontrados mostraram comportamentos semelhantes para ambos o0s
produtos testados: o glicogénio nos tecidos hepéatico e muscular tiveram um
decréscimo significativo e a glicose plasmatica também; j4 o lactato no plasma foi
aumentado apos exposicao de 96 horas ao agroquimico, e foram suficientes 45 dias
para que os valores de glicogénio fossem recuperados na maioria dos tecidos
analisados, mas o lactato seguiu aumentando até os 135 dias de recuperacao.
Frente aos resultados encontrados no estudo, pode-se constatar que 0s
agroquimicos interferem no metabolismo do carboidrato do jundid nos diferentes
tecidos e que um periodo de recuperacao de 45 dias foi suficiente para restabelecer

a maior parte dos parametros alterados.

Palavras-chave: Glifosato. Herbimix. Estresse. Jundia. Metabolismo.



ABSTRACT

The contamination of rivers, streams and dams agrochemicals derived by practical
agriculture is a very important issue. Currently Glyphosate (Roundup ®) is the main
herbicide used in the world, organophosphate highly soluble in Water used in various
crops, and also in domestic use, is inserted intoclass of low toxicity.The Herbimix
(simazine + atrazine) is now also quite used especially in crops of maize, considered
classificationToxicological 1V (slightly toxic). The silver catfish (Rhamdia quelen)
native fish in South America has been shown to be resistant to contaminants,
allowing its use as environmental bioindicator. One option to assess contamination is
through analyzes of tissues, observing the metabolism of the animals and comparing
with metabolic rates in stress levels. Thus, the study aimed to assess the impact and
the recovery period of agrochemicals on the carbohydrate metabolism of silver
catfish. This evaluation was performed for 2 experiments,one for agrochemical, and
each will be divided into two stages. At first, the fish will be subjected to acute
intoxication with 50% of the LD50 for 96 hours, and in the second stage, the fish are
transferred to tanks with clean water in which collections will be done in periods of
45, 90 and 135 days. Were evaluated biochemical parameters as glucose and blood
lactate and glycogen liver and muscle tissues had a significant decrease and glucose
plasma as well, since the plasma lactate was increased after exposure to 96h the
agrochemical hours, and 45 days were enough for the values of glycogen were
recovered in most tissues analyzed but followed lactate increasing to 135 days of
recovery. Of the results found this study we note that interfere with the metabolism of
agrochemicals silver catfish carbohydrate in different tissues and that a recovery

period of 45 days was sufficient to restore most of the changed parameters.

Keywords: Glyphosate. Herbimix.Stress.Silver catfish.Metabolism.
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1 INTRODUCAO

Os agroquimicos sdo agentes quimicos utilizados na agricultura para o
controle de plantas daninhas (SOUZA & FAVARO, 2012). A contaminacao de rios,
arroios e acudes pode ocorrer de forma direta durante a aplicacado dos produtos nas
lavouras e de forma indireta na drenagem de areas alagadas, apos chuvas fortes,
ou, ainda, lixiviado de restos de produtos em embalagens descartadas
inadequadamente (SILVA et al., 2003).

O Glifosato Roundup®, principal agroquimico utilizado nos dias atuais,
representando 10% do consumo mundial, € um organofosforado altamente soltvel
em agua (SANCHO et al.,, 1992). O Herbimix (simazina + atrazina), segundo a
Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parana - ADAPAR, é um herbicida utilizado na
cultura de milho, soja e cana-de-acUcar e se mostra bastante persistente no
ambiente (ADAPAR, 2013).

Peixes sdo bons modelos para serem usados como bioindicadores
ambientais. Sdo consumidores que se alimentam de insetos, crustaceos, vegetais e
detritos orgéanicos, absorvendo grande quantidade de contaminantes. O jundia
(Rhamdia quelen), nativo da regido Sul do Brasil, vive em rios e lagos e ocupa
lugares escuros, escondendo-se no fundo de pocos (GUEDES, 1980).

Uma forma de diagnosticar os efeitos toxicos que afetam direta ou
indiretamente os tecidos animais € a histologia; no entanto, ndo € um método
especifico para determinar as contamina¢gdes. Somente um estudo do tecido nao
especifica a causa pontual da lesdo e ndo faz um diagnéstico da contaminacao.
Fornece somente uma resposta biolégica do tecido a contaminagédo e ao estresse,
que €é uma situacdo praticamente inevitAvel no meio ambiente aquético,
principalmente em se tratando de producdo de peixes, visto que 0s animais muitas
vezes sao submetidos a condi¢cdes ambientais adversas. Associado a outro método,
pode auxiliar na compreensdo de determinadas situacbes, e assim, alteracfes
metabdlicas podem indicar uma contaminacdo de acgdo téxica ou crbnica desses
agentes nos tecidos animais (LINS et al., 2010).

Neste contexto, 0 presente estudo pretende investigar as reservas
energéticas do jundia frente a exposi¢cdo aguda aos pesticidas Glifosato e Herbimix,
bem como a recuperagdo do animal em periodos previamente estipulados. Para

isso, utilizar-se-a analises da glicose e lactato sanguineo e do glicogénio muscular e
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no figado. Também sera avaliada a recuperacdo fisiolégica dos jundids apds a
submisséo aos agentes estressores, possibilitando validar o uso do jundia como um

importante indicador para contaminacfes por agroquimicos nas aguas.

1.10bjetivos

1.1.1 Objetivo geral

Analisar o efeito da intoxicagdo aguda por agroquimicos (Glifosato e
Herbimix), do estresse e a combinagdo de ambos; e as diferentes respostas em
relacdo a periodos de recuperacdo dos produtos sobre o metabolismo de

carboidratos em jundias.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o uso do jundia como bioindicador ambiental em casos de
contaminacgao por Glifosato e Herbimix.

b) Observar as alteragdes no metabolismo do jundid sob contaminacdo aguda
devido a exposicdo aos agroquimicos Glifosato e Herbimix, através da
determinacao da glicose e do lactato sanguineo.

c) Testar o impacto dos defensivos Glifosato e Herbimix em estresse e em
periodo de recuperacdo sobre o metabolismo de jundia, através da
determinacao do glicogénio muscular e hepético.

d) Verificar a relacdo entre as alteracdes provocadas no metabolismo por

contaminacgao quimica e o estresse ambiental.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O Brasil possui grande parte de sua economia voltada para a agricultura;
assim, é bastante desenvolvido o consumo de insumos agricolas, como inseticidas e
herbicidas. Agroquimicos sdo produtos quimicos usados em lavouras para o
combate de pragas agricolas, na pecuaria, ou mesmo no ambiente domeéstico
(SOUZA & FAVARO, 2012). A utilizacédo de pesticidas na agricultura contamina rios,
corregos e acudes, gerando um problema de grande importancia, ja que residuos
nao-seletivos atingem, também, organismos nao-alvos, causando sérios danos,
especialmente a fauna aquéatica (ORUC & UNER, 1999). Uma das formas de medir a
contaminacdo por herbicidas é a avaliacdo da dose letal DLsy ou CLsg, que indica a
guantidade de toxico que leva a morte 50% dos individuos de uma populacdo
(MOURA et al., 2013).

2.1 Bioindicador ambiental

Um bioindicador ambiental € uma espécie, ou grupo de espécies, cuja
presenca e abundancia irdo retratar, no ecossistema em que Se encontram
modificacdes bioquimicas, genéticas, fisiolégicas, morfolégicas, ecoldgicas ou
comportamentais resultantes de uma interferéncia externa na natureza quimica ou
fisica (MAGALHAES & FERRAO FILHO, 2008). Nesse contexto, a Ecotoxicologia
utiliza bioindicadores para avaliar os efeitos negativos de poluentes quimicos
(naturais ou sintéticos) sobre diversos niveis de organizacao bioldgica, tais como as
células, os organismos, as populacbes, as comunidades biolégicas e o0s
ecossistemas. Por essa razdo, os métodos ecotoxicologicos tém sido amplamente
utilizados para estudar, a curto e longo prazo, problemas causados a biota de
sistemas ambientais aquaticos (DORNFELD et al., 2001).

A relevancia de estudos ambientais utilizando bioindicadores de poluicdo
causada por agroguimicos reside no fato de os distarbios no meio ambiente levarem,
primeiramente, a alteracdes nas reacdes bioquimicas em determinados organismos.
A analise preliminar desses rearranjos bioquimicos proporciona uma previsao de
problemas no ecossistema antes que seja totalmente alterado (BUCHELI & FENT,
1995).
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2.2 Glicogénese, glicose e lactato

A glicose é o combustivel para que as reservas de carboidratos estoquem
glicogénio, que sera utilizado nos processos metabolicos em animais, tanto na
presenca como na auséncia de oxigénio, conforme representacdo na Figura 1
(LEHNINGER et al., 2002). O figado estoca glicose para consumo extra-hepatico e o
muasculo estoca glicose para consumo proprio. O figado, principal 6rgdo de
metabolismo de substancias toxicas, é utilizado para avaliar a alteracdo do consumo
energeético associada a contaminacao por poluentes quimicos, através das taxas de
glicose (SANCHO et al., 1998). A sintese do glicogénio (glicogénese) é estimulada
guando os niveis de energia e disponibilidade de substrato estdo elevados, e sua
degradacdo (glicogendlise) aumenta quando os niveis de energia e suprimentos
disponiveis de glicose estdo baixos. Esse processo energético se da na presenca de
oxigénio; ou seja, trata-se de uma degradacao aerdbica (SEIXAS FILHO, 2004).

Para a obtencédo de energia nos processos anaerébicos ocorre a fermentacao
da glicose em acido piravico,e como produto resultara o acido lactico. Os niveis de
lactato tém sido muito utilizados como medida de metabolismo anaerébico, pois o
aumento desta atividade metabdlica parece ser uma resposta rapida para a
deplecdo de energia causada pela falta de oxigénio que ocorre ap0s exposicao a
componentes téxicos (ORUC & UNER, 1999).

Figura 1 — Sintese e degradacéo e sintese do glicogénio, vias aerdbicas e
anaerodbicas

Glicogendlise
Glicogénio Glicose
Glicogénese l

Ne)
N
S
()
&
<

Lactato

Piruvato

Fonte: Elaborada pela autora.
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2.3 Interferéncia do estresse no metabolismo de peixes

Estresse é o mecanismo de compensacao no processo adaptativo de animais
que ocorre quando suas fun¢des normais sofrem alteracdes frente a fatores fisicos
ou quimicos (SANCHO et al., 1998). As condi¢cfes que proporcionam estresse séo
praticamente inevitaveis em ecossistemas aquaticos nos dias atuais, destacando-se
as variacbes ambientais com 0 manejo e as contaminac¢des por produtos quimicos.
Os peixes tém uma capacidade natural de restabelecer os fatores fisioldgicos
alterados por interferéncias externas; porém, quando esses mecanismos adaptativos
sdo muito intensos, podem ser nocivos a saude desses animais (BARCELLOS et al.,
2012).

Nos peixes o cortisol age principalmente no figado, mantendo os niveis
glicémicos, pois estimula a sintese do glicogénio de outras fontes que nao
carboidratos e regula o consumo de acucar na circulacéo periférica. Apos estresse,
0s niveis de cortisol se elevam e a glicemia pode aumentar, diminuir ou permanecer
inalterada. O mesmo pode ocorrer nas reservas de glicogénio hepatico. A
gliconeogénese é estimulada pela acdo glicocorticéide do cortisol em peixes,
facilitando a manutencdo das reservas energéticas a longo prazo, ao invés da
mobilizacdo energética a curto prazo promovida pela glicose (MOMMSEN et al.,
1999).

Entretanto, frente a uma exposi¢cao aguda, 0 uso de concentra¢des subletais
de Glifosato demonstra uma dificuldade de resposta a estresse adicional,

prejudicando o desenvolvimento do animal (CERICATO et al., 2008).

2.4 Glifosato

Atualmente, o Glifosato, vendido sob o0 nome comercial Roundup (Roundup®)
[N-(fosfonometil)-glicina, "HO3zPCH,N"H,CH,COOH] (Figura 2), é o principal
herbicida utilizado no mundo, derivado de aminoacido € um organofosforado que
apresenta alta solubilidade em agua, sendo aplicado em inumeras culturas
(MOURA, 2009). Sua formulagdo comercial é uma associagdo de sal de

isopropilamina de glifosato, 4gua e polioxietileno amina (POEA), substancia toxica e
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ndo-ibnica presente na formulagdo a fim de aumentar a eficicia dos ingredientes
ativos e garantir a penetracdo do herbicida em plantas (BRAUSCH & SMITH, 2007).

A contaminacdo por esse pesticida pode ndo ser percebida imediatamente,
pois se apresenta em meio aquatico com valores abaixo da CL50; no entanto,
contaminagdes subletais podem alterar significativamente o processo metabolico de
peixes (SANCHO et al., 1992). Na Resolucdo n°357, de 17 de marco de 2005, o
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabeleceu para parametro
organico glifosato o valor maximo de 65 pg.L™ para 4guas doces (CONAMA, 2005).

Segundo informacbes da empresa fabricante do Glifosato, levando em
consideracdo exposi¢cdes agudas ao veneno, o produto € biodegradavel e seu uso
nao proporciona contaminacdo das aguas; no entanto, os resultados de um estudo
realizado com embrides de anfibios fizeram com que, em 2008, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) incluisse o produto na lista de Reavaliagdo
Toxicologica (LONDRES, 2011).

Figura 2 — Férmula estrutural molecular do glifosato

(HJ @)
H
HO

Fonte: Elaborada pela autora.

2.5 Herbimix

Segundo o registro no Ministério da Agricultura, o herbicida do grupo quimico
triazina, comercializado como Herbimix, € um agrotoxico seletivo para a cultura do
milho, que pode ser aplicado antes ou apds a emergéncia da cultura e das plantas
infestantes. Sua classificacao toxicolégica € IV - pouco toxico, sendo um produto de
uso exclusivamente agricola, e sua persisténcia no ambiente é bastante alta.

Conforme informagéo do fabricante, o principio ativo da formulacdo é a atrazina
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(Figura 3) [1-cloro-3-etilamina-5-isopropilamino-2,4,6-triazina] (45% m/m) + simazina
(Figura 4) [6-cloro-N,N,dietil-1,3,5, triazina-2,4-diamina] (45%m/m) (ANVISA, 2009).
Organismos terrestres e aquaticos expostos ao herbicida simazina mostraram
inumeros efeitos ecoldgicos, especialmente a bioacumulacdo em organismos
aquaticos. Segundo Strandberg e Scott-Fordsmand (2002), a toxicidade desse
agroquimico esta relacionada a variagcdes biodticas e abidticas em ecossistemas
aguaticos. Segundo a ficha técnica do produto, devido as exposi¢cOes repetidas aos
toxicos os efeitos crénicos da atrazina e da simazina comprovam varios problemas
na saude de mamiferos, destacando-se lesbes de figado, sangue, coragdo e
tumores nos rins, entre outros (ANVISA, 2009). Na Resolu¢do n®357, de 17 de
marco de 2005, o CONAMA estabeleceu para parametros organicos simazina e

atrazina o valor maximo de 2 pg.L™ para aguas doces (CONAMA, 2005).

Figura 3 - Formula estrutural molecular da atrazina

Cl
CH, N)*N
_—
HC~ N~ N~ N7 CH,
H H

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 4 — Férmula estrutural molecular da simazina

cl
f i
H3C/\H N~ H/\CHg

Fonte: Elaborada pela autora.
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2.6 O jundid (Rhamdia quelen)

A piscicultura representa boa fonte de renda, pois é de facil manejo e baixo
custo. Atualmente, a aquicultura tem se desenvolvido com espécies exadticas; no
entanto, as espécies nativas tém demonstrado bom potencial de producdo e,
também, ampla aceitagdo no mercado. Peixes sdo uma excelente fonte de proteinas
e 0s médicos indicam o consumo semanal dessa fonte de &cidos graxos e 6mega 3
para uma vida saudavel. Sendo a regido Sul do Brasil geograficamente privilegiada
para a cultura do pescado devido as condicGes hidrograficas, ha necessidade de
estudos que implementem a produgdo (BARCELLOS, 2012).

Natural da América Central e da América do Sul, o jundida (Rhamdia quelen)
(Figura 5) é uma espécie da familia Heptapteridae e esta distribuido do Sudoeste ao
Norte do México e no Centro ao Sul da Argentina (SILFVERGRIP, 1996). E
encontrado no fundo de rios e lagos, associado a ambientes de aguas calmas,
escondendo-se sob troncos e pedras durante o dia. O jundid, de habitos alimentares
noturnos, é considerado omnivoro, alimentando-se preferencialmente de peixes,
crustaceos e insetos, podendo, também, ser incluidos em sua dieta sedimentos,
vegetais e muco (GUEDES, 1980; MEURER; ZANIBONI FILHO, 1997).

A espécie apresenta boa tolerAncia a variacdes térmicas, suportando
amplitudes de 15 a 34°C, sendo seu crescimento incrementado pelo aumento da
temperatura. A fémea é maior do que o macho adulto (GURGEL, 1979; WEIS, 1980)
e, por volta de um ano de idade, ambos atingem a capacidade reprodutiva
(NARAHARA et al., 1985).

Os peixes, consumidores secundarios, sdo considerados bons indicadores
ambientais por estarem no topo da cadeia alimentar, serem omnivoros e facilmente

acumularem poluentes persistentes (MOLLERKE et al., 2003).
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Figura 5 — Jundia (Rhamdia quelen): comprimento aproximado de 30 cm,

peso aproximado de 95¢g

Fonte: Agrocomércio, [s.d.].

2.7 Biotransformacao

Os peixes reagem a poluentes quimicos ambientais através de alteracdes
metabdlicas, procurando uma adaptacdo ao estresse sofrido. A biotransformacéo
esclarece a desintoxicacdo e a ativacdo de xenobidticos (PACHECO & SANTOS,
2002).

Quando peixes sdo expostos a compostos quimicos toxicos e esses sao
absorvidos, as formas de distribuicdo poderdo ser: armazenamento, que ocorre no
tecido adiposo e quando esses lipidios forem utilizados pelo animal havera
mobilizacdo do quimico; distribuicdo direta para um 6rgao alvo, como o figado ou o
cérebro, causando uma acdo direta; ou, ainda, eliminacdo pelo processo de
excrecdo do animal. A resposta do animal serd transformar os compostos
absorvidos. A maioria desses compostos € lipofilica e serdo transformados em
produtos hidrofilicos, aumentando a polaridade e facilitando a eliminacéo
(SCHLENK, 2005).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local

As andlises de laboratério foram realizadas no Laboratério de Fisiologia
Animal do Unilasalle, em Canoas, RS, e os experimentos de contaminacdo aguda e
controle dos periodos de recuperacao ocorreram no Centro de Extensdo e Pesquisa
Agropecuaria (CEPAGRO) da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria
(FAMV) da Universidade de Passo Fundo.

3.2 Populacéo experimental

Os peixes estudados sao provenientes do criatério do CEPAGRO. Os animais
foram acondicionados em tanques de 6.200 litros em uma das estufas do
Laboratério de Fisiologia de Peixes (LFP). A partir desse estoque, os peixes foram
transferidos e distribuidos pelas unidades experimentais (tanques de tratamento),

conforme o protocolo de cada experimento.

3.3 Aspectos ambientais

Tomaram-se os devidos cuidados com o descarte da agua utilizada para a
contaminacgao dos peixes durante a exposi¢do aguda aos herbicidas, permanecendo
por um periodo minimo de 30 dias em tanques de fibra de vidro para, em seguida,
ser percolada em sumidouro, conforme descrito por Kreutz et al. (2008). Da mesma
forma, os peixes mortos e abatidos tiveram o descarte ambientalmente adequado,
sendo congelados e descartados em coletores de lixo biol6gico que séo recolhidos
por empresa especializada, juntamente com o lixo hospitalar proveniente do Hospital

Veterinario da Universidade de Passo Fundo.
3.4 Aspectos éticos
O projeto de pesquisa foi devidamente encaminhado ao Comité de Etica da

Universidade de Passo Fundo, onde esta oficialmente institucionalizado com parecer

favoravel, assim como os projetos anteriores relacionados ao tema de estudo.
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3.5 Tempo de exposicéo

Inicialmente, os peixes foram submetidos a uma exposicdo aguda ao
agroquimico. O tempo considerado como exposicdo aguda foi de 96 horas, como
recomenda a NBR 15088:2004, da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT) para testes de toxicidade aguda com peixes.

3.6 Agroquimicos testados

Os defensivos testados foram previamente avaliados, sendo utilizados dois
agroquimicos que provocam bloqueio do eixo hipotalamo-hipéfise (CERICATO et al.,
2008; 2009). O Glifosato, herbicida de maior consumo mundialmente nos dias
atuais, é utilizado em diversas culturas, inclusive com uso doméstico, e considerado
pelo fabricante de baixa toxicidade (classe IV); no entanto, € o segundo mais
frequente em casos de acidente por envenenamento por herbicidas (RECENA et al.,
2006). O Herbimix, uma associacao de atrazina+simazina, largamente utilizado em
lavouras de milho e soja, representa 30% do mercado mundial, sendo um herbicida
triazinico bastante persistente no ambiente; por isso, um dos efeitos ecoldgicos
relatados é a bioacumulacdo em organismos aquaticos (STRANDBERG & SCOTT-
FORDSMAND, 2002).

3.7 Experimento

O experimento foi conduzido em duas etapas: na primeira, 0os peixes foram
submetidos a exposicdo aguda, com 50% da DLsp, por 96 horas, onde foram
avaliados os efeitos dos agroquimicos sobre o metabolismo de carboidratos e os
efeitos metabdlicos na associa¢do da contaminacdo aguda e o estresse; na segunda
etapa 0s peixes restantes em cada tanque, foram transferidos para tanques com
agua limpa (sem a presenca de agroquimicos), entdo foram avaliadas as alteracdes
no metabolismo de carboidratos nos periodos estipulados para recuperacéo (45, 90
e 135 dias), conforme representado na figura 6.
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Figura 6 — Representacao do experimento

Agua livre
de
agroquimicos
Exposicao Periodos
ao de

agroquimic recuperagao
Coleta Coleta Coleta Coleta

T1 Controle
T2 Exposicéao

T3 Exposicéo + Estresse
T4 Estresse

Fonte: Elaborada pela autora.

Durante o periodo de adaptacéo, os peixes receberam dieta inerte, uma vez
ao dia, fornecida na taxa de 1% da biomassa dos espécimes. No periodo de 96
horas de contaminacgéo os peixes foram alimentados normalmente, com racdo, duas
vezes ao dia. A agua utilizada nos tanques de tratamento provinha de poco
artesiano. Previamente ao inicio do periodo experimental e ao término deste foram
monitorados: nivel de oxigénio dissolvido na agua das unidades experimentais,
utilizando-se um oximetro digital marca YSI 550A; o pH, através de um peagametro
digital da marca Solar SL110; a temperatura; o ion aménio, nitratos e nitritos, por
meétodo colorimétrico; a condutividade elétrica através de um condutivimetro digital

da marca Bernauer; e a dureza e a alcalinidade por método colorimétrico.
3.7.1 Tratamentos
No tratamento 1, a amostra foi considerada como populagao controle (CTR) e,

nele, os peixes ndo foram submetidos nem a estresse nem a exposicdo ao

agroquimico testado. No tratamento 2 os peixes foram expostos aos agroquimicos
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Glifosato ou Herbimix e ndo foram submetidos ao estresse. No tratamento 3 0s
peixes foram expostos aos agroquimicos Glifosato ou Herbimix, nas quantidades
citadas na Tabela 1, associada a aplicacdo de estresse, visando verificar os fatores
fisiologicos alterados na resposta ao estressor. Ja o tratamento 4 foi constituido de

peixes expostos apenas ao estresse(ST), sem a presenca do agroquimico.

Tabela 1- Concentracdo dos agroquimicos usados na intoxicacao aguda

Defensivo agricola CLso para T1 T2 T3 T4
jundia (controle) (agroquimico) (agroquimico + (estresse)
estresse)
Atrazina + simazina 10,5" 0 50% (5,25)° 50%(5,25)"° 0
(8,9-12,4)
Glifosato 7,3% 0 50%(3,65)® 50%(3,65)® 0
(6,5-8,2)

AConcentrac;élo letal para 50% dos animais em exposi¢do aguda (96horas). Intervalo de confianga (95%).
BConcentra(;élo do agroquimico usada nos testes. Concentracdes em mg.L™.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.7.2 Etapa 1

Na etapa de contaminacao, os peixes foram distribuidos em cinco tanques de
100 litros para cada tratamento, com 15 peixes em cada tanque, que passaram por
um periodo de adaptacdo de sete dias nas unidades experimentais, onde foram
observados para a deteccdo de possiveis problemas e mortalidades. Nos tanques,
apos sete dias, realizou-se a contaminag¢do com a dose descrita na Tabela 1, para
cada contaminante, onde os peixes permaneceram por 96 horas. Nos tanques do
tratamento T3 (associacdo agroquimico+estresse) os peixes permaneceram na agua
com a contaminacdo na dose subletal do agroquimico especifico e foram
submetidos a um estresse manual extremo, sendo que na 952 hora de exposi¢ao foi
aplicado o estressor agudo, através de padrdo de perseguicdo com puca,
estabelecido como estressor agudo para a espécie em estudos anteriores. O tempo
de coleta foi de uma hora apés a aplicagcdo do estressor agudo, pois € neste
momento que ocorre o pico de liberagdo do cortisol no jundia (BARCELLOS et al.,
2001; 2003).
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O T4 foi considerado o grupo estressado, onde o0s peixes ficaram em agua
limpa livre de contaminante e foram submetidos a um estresse manual extremo,

sendo aplicado na 952 hora de exposicao o estressor agudo padréo.

3.7.3 Etapa 1- Parametros avaliados

Apoés as 96 horas iniciais da etapa 1, para as amostragens, os peixes foram
capturados com ajuda de rede pucda, pesados e anestesiados com (MS222Finquel®
300 mg.I"* tamponado com 600 mg.L*de NaHCO3); devido & alta acidez, o fabricante
recomenda tamponamento para evitar efeitos fisioldgicos indesejados (ROUBACH &
GOMES, 2001). Apos a perda de postura, as amostras de sangue foram coletadas
por meio de seccao do plexo caudal, utilizando-se capilares micro-hematdcritos néo-
heparinizados para a coleta, sendo posteriormente acondicionados em tubos para
coagulacéo. Os tubos foram encaminhados para centrifugacdo. Depois de formado e
retraido o coagulo, o soro foi congelado em tubos do tipo Eppendorf para posterior
analise. Depois deste procedimento, os peixes foram abatidos por sec¢cdo medular e
dissecados para a coleta de figado e musculo, sendo as amostras embaladas em
papel aluminio e acondicionadas em garrafas com nitrogénio liquido para imediato
congelamento e encaminhamento a andlises posteriores. Até o dia da analise dos
tecidos as amostras coletadas permaneceram preservadas sob congelamento em

equipamento refrigerado.

3.7.3.1 Analise do tecido

Feita a coleta de material de tecidos hepatico e muscular, analisou-se a
concentracdo de glicogénio. A extracdo de glicogénio segue o método de Van
Handel (1965), sendo o glicogénio quantificado como glicose, apds hidrolise acida e
neutralizacao.

Para a digestdo das amostras foram utilizados, aproximadamente, 100mg de
figado e 100mg de tecido muscular em meio basico com solucdo aquosa de KOH
30%, a 100°C, em banho-maria, por 1 hora. Apos a digestdo das amostras,
adicionaram-se 5 gotas de solucéo saturada de sulfato de sodio (Na,SO,) aos tubos
resfriados, que foram agitados em Vortex da marca Biomixer, modelo QL-901, até a

eliminacao das bolhas de gas carbbénico (CO,). Em seguida, adicionaram-se 4ml de
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alcool etilico, sendo as amostras novamente agitadas e levadas para centrifugacéo
durante 10 minutos a 3000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
pelet lavado com 2 ml de agua quente, sendo adicionados novamente, 4ml de &lcool
etilico e agitado, retornando para centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes anteriores. O
procedimento foi repetido por trés vezes seguidas.

No proximo passo, o pelet foi ressuspenso com 2 ml de agua quente, e 500ul
dessa solucéo foram transferidos para outro tubo, onde foram adicionados 500ul de
acido cloridrico (HCI) 4N. A solucdo foi aquecida em banho-maria por 1 hora, a
100°C, em tubos tampados. Depois de resfriados, foram removidas as bolhas com
Na,CO3; 3M. Dando continuidade as andlises, o procedimento seguiu especificacbes
do kit de glicose (Labtest) para as quantidades amostrais, sendo que para o figado

foi utilizada uma amostra de 10ul, e para musculo, de 80pl.

3.7.3.2 Andlise do sangue

O sangue foi coletado do plexo caudal por capilares, e apés centrifugacao foi
separado o plasma do material soélido. O plasma foi congelado para posteriores
andlises. No sangue coletado, o plasma separado foi usado para a determinacéo da
glicose sanguinea através do kit de glicose oxidase (Brasil) Labtest e do lactato que
foi determinado através do kit de andlise bioquimica da Katal (Brasil).

3.7.4 Etapa 2

Concluida a primeira fase da pesquisa, objetivando avaliar a recuperacao dos
efeitos provocados pelos defensivos em exposicdo aguda (fase 1), apdés a
amostragem de dois animais por unidade experimental (fase 1; n=10), 0s peixes
restantes (sobreviventes) foram transferidos para 12 tanques de 900 litros (trés por
tratamento), com agua livre do agroguimico para a avaliacdo de seu processo
metabdlico apdés contaminacdo, sob condi¢bes ideais jA estabelecidas para a
espécie, constituindo-se de tanques de paredes azuis com reflgios escuros
(BARCELLOS et al., 2009) (Figura 6). O periodo de avaliacdo ocorreu nos dias 45,
90 e 135. Esse tempo foi estipulado com base em dados zootécnicos da espécie
(SILVA et al., 2008) e em informac®es referentes a recuperacao de efeitos oxidativos
(MIRON et al., 2008).
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Figura 7 — Tanques onde 0s peixes ficaram

durante o periodo de recuperacéo

Fonte: Foto reproduzida pela autora, maio de 2012.
Local: CEPAGRO - FAMV

3.8 Teste de resposta ao estresse

Nos dias determinados para tratamento (45, 90 e 135) foi aplicado o estressor
agudo de perseguicao com rede em todos os peixes dos tanques T3 e T4. Apds uma
hora, os peixes foram capturados e foi coletado seu sangue (para a determinacao de
glicose e lactato). Apds abate, coletou-se o figado e 0 musculo para a determinacao

de glicogénio.

3.9 Manutencdo dos tanques no periodo de recuperagao

Durante a recuperacdo das espécies avaliadas, os tanques foram
monitorados conforme as condi¢cfes 6timas de criacdo. Os tanques utilizados séo de
fibra de vidro com paredes azuis e dotados de reflgios escuros (BARCELLOS et al.,
2009), equipados com sistema de aeracdo independente e limpos diariamente por
sifonamento. Semanalmente, ou em periodos menores, de acordo com as medi¢des

dos parametros de qualidade da agua, procedeu-se a renovacao de, pelo menos,
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30% do volume da agua. Os peixes foram alimentados até a saciedade duas vezes

por dia, sempre verificando o consumo para evitar sobras de ragéo.

3.10 Analise estatistica

Na Fase 1, para os resultados dos tratamentos controle (T1), agroquimico
(T2), defensivo + estresse (T3) e estresse (T4) de cada agroquimico foi aplicado o
teste estatistico ANOVA one way, seguido do teste de comparacdes multiplas de
Tukey. Por se tratar de defensivos totalmente diferentes, ndo foi realizada
comparacao entre eles.

Na Fase 2, os resultados de cada tratamento em cada dia de amostragem
(45, 90 e135) foram comparados utilizando o teste estatistico ANOVA one way,
seguido do teste de Tukey. Para analisar se os dados utilizados foram paramétricos,
o teste de Hartley e o teste de Kolmogorov-Smirnv foram analisados para testar a
normalidade dos dados. Tanto na fase 1 quanto na fase 2 todas as analises tiveram
nivel de significancia de P< 0,05 e foram realizadas por meio do programa Graph
PadIn Stat 3,00 (Graph Pad Software, San Diego, California, USA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1Glifosato
4.1.1 Etapa 1 — Intoxicacdo aguda
4.1.1.1Tecidos hepatico e muscular

A quantidade do glicogénio no tecido do figado teve um decréscimo P<0,05
tanto para o grupo exposto ao GLF (¥85%) como para associacdo (GLF+ST)
(x86%). No tecido muscular, 0o grupo exposto ao GLF ocorreu reducdo (x92%)
(P<0,05) na quantidade de glicogénio, quando comparado ao grupo controle.
Comparando grupo ST com o GLF e GLF+ST observa-se um aumento significativo

para ambos os tecidos, como mostram os dados apresentados na figura 8.

Figura 8 — Glicogénio no figado e musculo, intoxica¢do aguda do glifosato
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Fonte: Elaborado pela autora, 2014.

Na figura 8: Resultados expressos como média + erro padrao. O (A) indica a diferenca significativa
entre o controle e os tratamentos no figado, o (a) indica diferenca significativa entre o controle e os
tratamentos no musculo e o (B) indica diferenca significativa entre ST, e o0 GFS e GFS+ST, em ambos
tecidos. ANOVA seguido de vérios testes de Tukey (P<0,05 e n=6).
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Os resultados encontrados indicam um desajuste metabdlico, gerando um
gasto energético. Resultados semelhantes foram encontrados com outros
agroquimicos, metil paration e tebuconazole, na intoxicacdo aguda da mesma
espécie, indicando uma resposta ao estresse quimico sofrido pelo animal. Sendo
assim, o glicogénio foi rapidamente degradado tanto no muasculo como no figado,
provavelmente para manter a demanda energética dos processos metabdlicos
(MATTE, 2013). Estudos em que foram utilizados piava e glifosato nas
concentracdes de 1 e 5 mg.L™ por 90 dias mostraram uma reduc&o nos niveis de
glicogénio no figado e uma perda de peso do animal, sugerindo que o gasto de
energia para desintoxicar o quimico alterou o metabolismo de carboidrato e proteina
(SALBEGO et al., 2010). GLUSCZAK (2007), avaliando a mesma espécie citada
acima e 0 mesmo agroquimico, também foi observada a diminuicdo do glicogénio
hepético e muscular.

Em outro estudo com tecido hepatico, Crestani (2004) avaliou a mesma
espécie, sob efeito do clomazone, e observou um aumento do glicogénio do figado.
Avaliando nas mesmas condi¢cdes desse experimento, mas com concentracfes de
glifosato diferentes, 0,2 e 0,4 mg.L™, Glusczak et al. (2007), observaram o aumento
nos niveis de glicogénio para o tecido hepatico. Orug e Uner (1999) sugerem que foi
utilizado o glicogénio muscular como fonte de energia para compensar situacédo de
estresse e acumular reservas no figado caso a contaminacdo persistisse. Sendo
assim, o glicogénio muscular pode apresentar respostas diferenciadas, aumentando
ou diminuindo, havendo variacdo em alguns casos conforme a espécie avaliada, o
agroquimico testado e, ainda, as concentracfes usadas.

Pode-se propor que a alteracdo do glicogénio hepatico no T2(GLF) e
T3(GLF+ST), e do T2(GLF) no musculo seja resultante do agroquimico e ndo do
estresse fisico de perseguicéo, pois é sabido que a primeira resposta ao estresse é
desencadear o mecanismo de “luta ou fuga” através das catecolaminas que
estimulam a mobilizacdo da glicose como fonte de energia para todos os 6rgaos
(SAPOLSKI,1990). Em estudo com jundia, Koakoski et al. (2014) relatam que o
glifosato néo altera os niveis de cortisol, 0 que reforca a acdo das catecolaminas
sobre a reducéo das reservas de glicogénio hepatico e ndo de um glicocorticoide
(WENDELAAR BONGA, 1997).

Entretanto, quando jundias sdo expostos somente ao estresse (ST) tem-se

uma elevacao em relacdo ao GLF e GLF+ST no glicogénio hepatico compativel com
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0 aumento dos niveis de cortisol, também em situacdo de estresse, encontrado por
Koakoski et al. (2014) em jundias expostos ao glifosato, visto que o cortisol pode ter
uma funcdo catabdlica no metabolismo protéico muscular e promoveria uma
gliconeogénese a partir de aminoacidos extra-hepaticos, mantendo, assim, as
reservas de glicogénio hepéatico WENDELAAR BONGA, 1997).

4.1.1.2 Plasma sanguineo

A glicose plasmatica demonstrou um decréscimo significativo nos trés
tratamentos em que os animais foram submetidos, T2(GLF) (£x81%), T3 (GLF+ST)
(x73%) e T4 (ST) (x63%), e o lactato um aumento acima de 100% (P<0,05) nos
tratamentos GLF+ST e ST, conforme a figura 9, abaixo. Os resultados sugerem que
na possivel diminuicAo de oxigénio pela presenca do quimico a busca pela
homeostase leva ao uso de uma rota alternativa, que pode ser explicada pelo

aumento de lactato.

Figura 9 — Glicose e lactato no plasma, intoxicacao aguda do glifosato
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Fonte: Elaborado pela autora, 2014.

Na figura 9: Os valores de glicose e lactato no plasma, expressos como média + erro padréo. (A)
indica a diferenca significativa entre o controle e os tratamentos na glicose, e o (B) indica diferenca
significativa entre o controle e os tratamentos no lactato. ANOVA seguido de varios testes de Tukey
P<0,05, n=6
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O &cido lactico € uma reserva energética que ira para o figado para producéo
de glicogénio, mas o aumento de lactato no sangue pode ser ainda apenas uma
demora de consumo e ndo um aumento de producdo, sugerindo uma reserva que
poderia ser usada por outros Orgaos para a ressintese da glicose e glicogénio
(SCHIMDT-NIELSEN, 2002).

Matte (2013) também relatou uma reducéo nos niveis de glicose plasmatica
quando jundids foram submetidos a intoxicacdo aguda por metil paration e
tebuconazole. Becker et al. (2009) sugerem uma desorganiza¢cdo metabodlica ou um
aumento no consumo de glicose promovido pela acdo do agroquimico. As alteracfes
nos niveis de glicose plasmética podem indicar mudangas no metabolismo dos
carboidratos, assim como o aumento da glicogendlise no tecido hepatico (SANCHO
et al., 1998).

Resultados encontrados, em outros estudos com peixes e agroquimicos, foi
observado um aumento na glicose plasmatica associada a um decréscimo do
glicogénio muscular, como no estudo com jundia exposto a 0,5 e 1,0 mg.L™" de
clomazone (CRESTANI, 2004). Sendo assim, supfe-se que a hipoglicemia
encontrada neste estudo esteja relacionada com a exaustado de reservas, tanto no
figado como no tecido muscular.

O lactato sanguineo teve um aumento significativo no agroguimico + estresse,
respondendo da mesma forma quando submetido apenas ao estresse fisico. De
acordo com os resultados encontrados, quando o jundia foi exposto ao metil paration
e ao tebuconazole, os resultados de lactato plasméticos foram semelhantes
(MATTE, 2013) e a mesma espécie submetida ao clomazone também teve os
valores de lactato aumentados (CRESTANI, 2004). Pode-se observar que, mesmo
com agroquimicos de grupos quimicos diferentes, o lactato plasmatico sofre
alteracdes. No entanto, relatado num estudo com pacu sob efeito de triclorfon n&o
teve alterados os indices de lactato no sangue (VENTURINI, 2010).

Outros tecidos também apresentaram aumento (P<0,05) do lactato quando
submetidos ao estresse quimico. Salbego et al. (2010) constataram este aumento no
tecido muscular e hepatico da piava submetida ao glifosato em concentracbes de 1 e
5 mg.L?, e da mesma forma no tecido muscular da piava submetida a concentragées
de 3, 6, 10 e 20 mg.L™* (GLUSCZAK et al., 2005).
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4.1.2 Etapa 2 - Recuperacao

4.1.2.1 Tecidos hepatico e muscular

ApOs alteragdes nos tratamentos GLF e GLF+ST, provocados pelo estresse
quimico e associados com estresse fisico, 0s peixes permaneceram em agua livre
do agroquimico para o periodo de recuperacdo. No tecido hepatico desses dois
tratamentos as concentracdes de glicogénio (Tabela 2) mostraram que 45 dias de
recuperacédo foram suficientes para o restabelecimento das reservas de glicogénio.

Tabela 2 — Glicogénio no figado, periodos de recuperacao ao glifosato

GLICOGENIO NO FIGADO

T1(CTR) T2(GLF) T3(GLF+ST) T4(ST)
@)
S
2 96 horas 99,21+27,17 14,69+7,14 13,47+1,75 134,2+47,16
&5
@ 45 dias 151,89+22,10 175,42+7,78a  175,41+29,65a  120,75+11,02
©
o 90 dias 125,46+24,70  188,12+43,83a 222,21+2895a  131,99+32,77
>
(&)
K 135 dias  107,38+15,29 67,69+48,18 87,14+18,06 78,40+11,47

Fonte: Elaborada pela autora, 2014.

Na Tabela 2: O glicogénio (mmol.glicose™.gtecido™) é expresso como média + S.E.M. Na figura, o a
minUsculo indica a diferenca estatistica entre a exposicdo aguda e os periodos de recuperagédo
(coluna). ANOVA, seguido por varios testes de Tukey (P<0,05, n=6).

O glicogénio hepatico que havia sofrido grande deplecdo na exposi¢cao aguda
(GLF) e na exposicao associada ao estresse (GLF+ST), mostrou uma recuperacao
de seus valores em 45 dias, mostrando assim a capacidade desse 6rgdo em
restabelecer taxas metabdlicas apds um estresse quimico agudo, pois quando foi
submetido apenas ao estresse fisico ndo demonstrou alteracdo significativa do
parametro avaliado. A capacidade de regeneracdo hepatica demonstra que suas
células mantiveram suas func¢des para manutencdo da homeostase, assim como 0s
indices glicémicos que foram regulados.

O perfil metabdlico do tecido muscular ndo apresenta uma resposta similar

nos periodos de recuperacdo quando comparado ao tecido hepatico, pois 45 dias
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foram suficientes para que o tecido muscular recuperasse os valores (P<0,05) de
glicogénio que haviam sido alterados frente ao grupo exposto; ja no que se refere a
recuperacdo do GLF+ST, observa-se uma elevacdo nos valores do glicogénio,
porém eles ainda ndo apresentam um nivel de significancia estatistica que possa
indicar plena recuperacao. Isso pode ser observado nos dados apresentados na

Tabela 3, abaixo.

Tabela 3 — Glicogénio no musculo, periodos de recuperacgéo ao glifosato

GLICOGENIO NO MUSCULO

T1(CTR) T2(GLF) T3(GLF+ST) T4(ST)
o
S
2 96 horas 10,09+2,04 0,75+0,27 4,29+1,46 6,19+2,69
3
L
3 45 dias 8,30+2,55 10,52+2,96 a 7,31+1,96 14,55+3,08
O
©
o 90 dias 9,59+2,51 5,71+2,29 6,74+2,25 3,05+1,15
=}
o
& 135 dias 7,96+1,86 2,93+0,84 1,16+0,30 15,59+3,45

Fonte: Elaborada pela autora, 2014.

Conforme a Tabela 3, o glicogénio (mmol.glicose'l.gtecido'l) € expresso como média + S.E.M. Nela o
a minudsculo indica a diferenca estatistica entre a intoxicagdo aguda e os periodos de recuperacéo
(coluna). ANOVA, seguido por varios testes de Tukey (P<0,05, n=6).

O tecido muscular teve suas reservas de glicogénio diminuidas apés estresse
guimico, sendo que em 45 dias esses estoques fossem restabelecidos favorecendo
assim, o catabolismo muscular, para que o conteudo energético do animal fosse
mantido. Sendo o catabolismo muscular essencial para que a energia seja
armazenada nas células o estudo mostra a capacidade de recuperacao do tecido
apos exposicao aguda, restabelecendo as reservas para glicogenolise nesse tecido.

Usando tebuconazole em jundias, Matte (2013) observou que mesmo um
periodo de recuperacdo de 180 dias nao foi suficiente para que as reservas de
glicogénio muscular fossem restabelecidas, contrariando os resultados encontrados
neste estudo. Entretanto, 0 mesmo autor relata que, quando usado metil paration na
mesma espécie, o glicogénio muscular foi recuperado no grupo exposto em 90 dias,

no grupo exposto+estresse em 180 dias e no estressado em 45 dias.
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Os resultados indicam que a recuperacao desse tecido pode variar conforme
0 produto testado, pois agroquimicos apresentam grupos organicos diferentes, e o
processo de biotransformacéo ocorre com reacfes que dependem da acdo desses

grupos funcionais, e os tempos de recuperacéao.
4.1.2.2 Plasma

O periodo de 45 dias de recuperacao foi suficiente para que os valores
(P<0,05) de glicose no plasma fossem recuperados em relagdo ao grupo controle

em todos os tratamentos, conforme mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 —Glicose no plasma, periodos de recuperacéo ao glifosato

GLICOSE NO PLASMA SANGUINEO

T1(CTR) T2(GLF) T3(GLF+ST) T4(ST)
o
S.
Q2 96 horas 5,3620,76 1,00+0,44 1,47+0,09 1,93+0,43
3
1]
@ 45 dias 4,23+0,32 9,48+0,73 a 7,24+0,84 a 5,28+0,51 a
©
o 90 dias 4,30+0,43 3,58+0,24 6,79+0,13 a 6,22+0,73 a
>
(&)
& 135 dias 3,15+0,10 3,04+0,36 2,98+0,29 4,13+0,53

Fonte: Elaborada pela autora, 2014.

Conforme a Tabela 4, o glicose (mmol.L™) é expresso como média + S.E.M. Na figura, o a mintisculo
indica a diferenca estatistica entre a intoxicagdo aguda e os periodos de recuperacdo (coluna).
ANOVA, seguido por varios testes de Tukey (P<0,05, n=6).

Em um experimento com tebuconazole, a glicose plasmatica continuou
diminuindo até os 180 dias de recuperacdo, sendo esse periodo insuficiente para
gue o animal retomasse a homeostase, e o lactato seguiu aumentando (P<0,05) sem
sinais de recuperacédo (MATTE, 2013).

Ja no lactato plasmatico, é diferenciada a resposta deste metabdlito, em todos
os tratamentos, frente aos diferentes periodos de recuperacao, pois, em vez de 0s
valores reduzirem em dire¢cdo aos valores do grupo controle, tem-se um aumento

significativo do lactato, em todos os tratamentos, aos 45 dias de recuperacao, o qual
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permanece ainda elevado até 135 dias de recuperacdo, conforme representados na
(Tabela 5).

Tabela 5 — Lactato no plasma, periodos de recuperacao ao glifosato

LACTATO NO PLASMA SANGUINEO

T1(CTR) T2(GLF) T3(GFS+ST) T4(ST)
(@]
S
K3 96 horas 1,74+0,03 2,17+0,74 3,30+0,08 3,31+0,22
<
L
g 45 dias 2,88+0,28 8,89+0,59 a 7,16+0,57 a 8,41+0,84 a
©
o) 90 dias 4,90+0,71 4,98+0,07 8,38+0,17 a 5,78+1,24
>
(&)
E 135 dias 7,05+1,42 4,0420,27 8,80+0,13 a 5,60+0,47

Fonte: Elaborada pela autora, 2014.

Na tabela 5: O lactato (mmol.L™") é expresso como média + S.E.M. Na figura, o a mintsculo indica a
diferenca estatistica entre os tratamentos e grupo controle. ANOVA, seguido por varios testes de
Tukey (P<0,05, n=6).

O &cido lactico que poderia ter sido acumulado no musculo, num periodo de
recuperacdo do animal, foi liberado para corrente sanguinea, sugerindo um
suprimento energético para outros tecidos.

Encontram-se na literatura muitos trabalhos sobre os efeitos de
contaminantes em peixes, e 0s parametros analisados variam conforme o interesse
da pesquisa. Enzimaticos, histopatolégico e disfuncdo enddcrina sdo exemplos de
andlises avaliadas, mas dados sobre o periodo de exposicdo e o0 tempo de
recuperacdo sao insatisfatorios. No entanto, a literatura apresenta trabalhos que
avaliam outros parametros, como a acao do &cido tiobarbitirico — TBARS, que esta
relacionada com estresse oxidativo, e a enzima acetil colinesterase — AChE,
responsavel por regulagcdo de neurotransmissores e envolvida em sinapses
quimicas, normalmente € inativa frente a um agroquimico.

Avaliando AChE e TBARS no jundia exposto ao clomazone, observou-se que
a AChE no musculo foi recuperada apos 96 horas, ndo sendo recuperada no tecido
cerebral, e o TBARS no cérebro foi recuperado apds 96 horas, ndo recuperando no
figado ap6s o mesmo periodo (CRESTANI et al., 2007); portanto, a acdo dos
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agroquimicos varia conforme o tecido, e o0s tecidos respondem de forma

diferenciada a recuperacao do estresse ao qual foram submetidos.

4.2 Herbimix

4.2.1 Etapa 1 — Intoxicacdo aguda

4.2.1.1 Tecidos hepatico e muscular

O glicogénio no tecido do figado teve um decréscimo (P <0,05) tanto para o
grupo exposto ao agroquimico (x87%) como para O grupo agroquimico +
estresse (+81%), conforme descrito na figura 10. Os resultados apés
contaminacdo aguda, para o tecido muscular, também demonstraram um
decréscimo (P<0,05) nos niveis de glicogénio tanto para 0 grupo exposto ao
agroquimico (£95%) como para o grupo agroquimico + estresse (+94%) (figura 10).
A diminuicado referente ao agroquimico + estresse pode estar relacionada apenas ao

agroquimico, uma vez que o grupo estresse fisico nédo teve seus indices reduzidos.
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Figura 10 — Glicogénio no figado e musculo, intoxicacao aguda do Herbimix
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Fonte: Elaborado pela autora, 2014.

Na figura 10, acima, os valores de glicogénio nos tecidos de figado e musculo expressos como média
+ erro padrdo. O (A) indica a diferenca significativa entre o controle e os tratamentos no figado, e o (a)
indica a diferenca significativa entre o controle e os tratamentos no musculo, o B indica diferenca
significativa entre ST e os tratamentos HRB e HRB+ST para o musculo e o figado. ANOVA seguido
de varios testes de Tukey (P<0,05 e n=6).

As variacfes observadas na figura 10 que demonstram um decréscimo do
glicogénio hepético e muscular também foram encontradas por Glusczak et al.
(2005), mesmo que com outra espécie de peixe, e ainda para outros agroguimicos,
como relatado por Matte (2013) no estudo com metil paration. No entanto, tem-se o
estudo sobre respostas metabdlicas do pacu exposto a concentracdo sub-letal de
triclorfon, onde os tecidos hepéticos e musculares ndo demonstraram alteragdes nas
reservas de glicogénio quando comparados ao controle (VENTURINI, 2010).

Parametros semelhantes foram descritos por Glusczak et al. (2007) com o
mesmo agroquimico, mas concentragdes menores do que as usadas nesse estudo.
Ainda foram observados resultados semelhantes com outro produto, mas com a
mesma espécie de peixe (CRESTANI, 2004). Mostrando variabilidade encontrada
nos resultados dos trabalhos, tem-se Salbego et al. (2010) analisando os efeitos do
glifosato em Piava, que também demonstrou decréscimo de glicogénio no tecido

hepatico, mas tecido muscular ndo teve alteracdo. As alteracdes observadas no
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figado ficam evidentes em varios estudos do 6rgédo submetido ao estresse quimico,
mostrando atividade catalitica aumentada e alteracdes histoldégicas graves, como
degeneracéo e necrose (KOAKOSKI, 2012). Segundo Langiano e Martinez (2008),
essas lesdes sao graves e podem impedir funcdes desempenhadas pelo érgéo, pois
diminui a &rea de tecido metabolicamente ativa, mas as alteracdes no figado podem
ser revertidas.

A constatacdo de Salbego et al. (2010) reforca a diferenga de perfil
metabdlico entre os tecidos e da funcdo de cada tecido, onde o figado pode ter um
maior consumo energético frente a um agroquimico, pois tem a funcéo de detoxificar
0 quimico, consequentemente alterando o metabolismo de carboidratos. Entretanto,
a acao do estresse promove uma resposta diferenciada dos tecidos, que pode ser
observada na Figura 10, onde ocorre o aumento (P<0,05) dos valores do grupo ST
guando comparados ao grupo HRB e ao HRB+ST em ambos os tecidos. O aumento
do glicogénio pode estar associado ao aumento dos niveis de cortisol (KOASKOSKI
et al.,, 2014) em jundids submetidos ao estresse, pois 0 aumento plasmatico do
cortisol tem sido reconhecido como a primeira resposta ao estresse. Estudos
mostram que o metabolismo hepatico sofre alteracbes devido ao cortisol exdgeno,
sendo o figado o principal 6rgéo alvo do cortisol, e um dos efeitos secundarios do
estresse sao as alteracdes metabodlicas (BARCELLOS et al., 2012).

Assim, pode-se dizer que essas alteracbes podem estar relacionadas
principalmente com as variadas concentracdes e o tipo de agroquimicos testados
(grupos quimicos), e também ao tipo de estresse ao qual o animal foi submetido e

ao tipo de tecido analisado.
4.2.1.2 Plasma
A glicose no plasma sanguineo diminuiu (P< 0,05) no HRB (x67%), HRB+ST

(75%) e ST (64%), sendo que o lactato plasméatico teve um aumento significativo em

todos os tratamentos, como pode ser observado na figura 11, a seguir.
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Figura 11 — Glicose e lactato no plasma, intoxicagdo aguda ao Herbimix
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Fonte: Elaborado pela autora, 2014.

Na figura 11, os valores de glicose e lactato no plasma, expressos como média + erro padréo. O (A)
indica a diferenca significativa entre o controle e os tratamentos na glicose e o (B) indica a diferenca
significativa entre o controle e os tratamentos para o lactato. ANOVA seguido de vérios testes de
Tukey (P<0,05, n=6).

A reducéo da glicose e o aumento do lactato no plasma indicam uma via
anaerobia para restaurar a homeostase ap0s o estresse sofrido. No estudo que
mostra a diminuigdo da glicose e o lactato inalterados, Venturini (2010) sugere que
ndo houve hipdxia celular, pois levaria ao metabolismo anaerdbico e,
consequentemente, o lactato no sangue aumentaria, como o relatado neste estudo.
Ja Crestani (2004) observou que a glicose e lactato aumentaram quando o jundia foi
exposto ao clomazone. A autora relata que a hiperglicemia deve estar associada a
gliconeogénese por outra rota metabdlica que ndo a hepatica, transformando lactato

em glicose e, assim, aumentando os niveis deste metabolito no plasma.

4.2.2 Etapa 2- Recuperacéo

4.2.2.1 Tecido hepatico e muscular
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Apbs o periodo em que os peixes foram submetidos a recuperacédo, ou seja,
ficaram na agua livre do agroquimico, o glicogénio no tecido hepético teve um
aumento significativo em 45 dias no grupo exposto ao agroquimico e no grupo do
agroquimico+estresse, ja no tecido muscular a recuperacdo significativa das
reservas do glicogénio ocorreu somente no tratamento agroquimico+estresse, e no
tratamento com agroquimico o aumento foi apenas numérico, como mostra a Tabela

6, a seqguir.

Tabela 6- Glicogénio no figado e musculo, periodos de recuperagédo ao herbimix

GLICOGENIO NO FiGADO

T1(CTR) T2(HRB) T3(HRB+ST) T4(ST)

o

S.

% 96 horas 99,21+27,17 13,01+2,17 19,22+3,40 134,2+47,16
3

Ll

@ 45 dias 151,89+22,10 153,10+17,64 a 116,08+24,58 a 120,75+11,02
©

g 90 dias 125,46+24,70 106,91+22,98 a 151,01+24,13 a 131,99+32,77
o}

[&]

£ 135dias  107,38+15,29 55,04+5,15 94,08+12,94 78,40+11,47

GLICOGENIO NO MUSCULO
T1(CTR) T2(HRB) T3(HRB+ST) T4(ST)

@]

S.

2 96 horas 10,09+2,04 0,54+0,09 0,60+0,20 6,19+2,69
<

(NN

& 45 dias 8,30+2,55 7,67+3,50 8,86+2,35 a 14,55+3,08
©

g 90 dias 9,59+2,51 3,46+0,60 3,11+0,94 3,05+1,15
>

(8]

& 135dias 7,96+1,86 3,14+0,92 1,61+0,50 15,59+3,45

Fonte: Elaborada pela autora, 2014.

Conforme a Tabela 6, o glicogénio (mmol.glicose"l.gtecido"l) € expresso como média + S.E.M. Nela, o
a minasculo indica a diferenca estatistica entre a intoxicacdo aguda e os periodos de recuperacao
(coluna). ANOVA, seguido por varios testes de Tukey (P<0,05, n=6).

O glicogénio é uma forma importante de armazenamento de energia, fornece
combustivel para o metabolismo de carboidratos mais facilmente que o tecido
adiposo, por isso, € importante a recuperagdo do animal para que mantenha seu

equilibrio energético. O estudo mostra capacidade de recuperacdo metabdlica de
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ambos tecidos, no entanto o figado mostrou recuperacdo com valores acima do
grupo controle.

Testes com triclorfon e pacu mostraram que sete dias de recuperacao foram
suficientes para o restabelecimento do glicogénio no figado (P<0,05), que havia
sofrido um aumento numérico desse parametro, ndo sendo suficientes para o tecido
muscular (VENTURINI, 2010). Em jundids expostos ao metil paration, os niveis de
glicogénio hepatico permaneceram alterados apds 180 dias de recuperacao; ja o
tecido muscular recuperou estas reservas em 90 dias. No mesmo estudo, no grupo
que foi submetido ao estresse fisico, 45 dias foram suficientes para a recuperacao
das reservas de glicogénio muscular, enquanto usando tebuconazole observou no
figado recuperacédo dos tratamentos (intoxicacdo aguda+ estresse) e s6 submetido
ao (estresse fisico) em 45 dias, e para o tecido muscular os 180 dias ndo foram

suficientes para recupera-lo (MATTE, 2013).

4.2.2.2 Plasma

A (glicose plasmatica demonstrou um decréscimo significativo nos trés
tratamentos HRB, HRB+ST e ST a que os animais foram submetidos, sendo que nos
45 dias em que ficaram na &gua livre de agroquimico os valores foram

restabelecidos, P<0,05, conforme representados (Tabela 7).

Tabela 7 — Glicose no plasma, intoxicacao aguda e periodos de recuperacao ao
herbimix

GLICOSE NO PLASMA SANGUINEO

T1(CTR) T2(HRB) T3(HRB+ST) T4(ST)

(@]

(T

o

2 96 horas 5,3620,76 1,78+0,04 1,3810,31 1,930,43
<

L

& 45dias 4,23+0,32 5,64+0,47 a 4,500,07 a 5,2810,51 a
©

@ 90dias 4,30%0,43 5,58+0,22 a 5,37+0,06 a 6,2240,73 a
>

o

&  135dias 3,15+0,10 6,31+0,42 a 1,18+01,31 4,13+0,53

Fonte: Elaborada pela autora, 2014.

Conforme a Tabela 7, a glicose (mmol.L™) é expressa como média + S.E.M. Nela, o a mintsculo
indica a diferenca estatistica entre a intoxicagdo aguda e os periodos de recuperagao(coluna).
ANOVA, seguido por varios testes de Tukey (P<0,05), n=6.
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Na Tabela 8, a seguir, pode-se obsevar um aumento significativo do lactato
no HRB e no HRB+ST, respondendo da mesma forma no tratamento submetido
apenas ao estresse fisico. Os valores de lactato seguiram aumentando de maneira

significativa durante 45, 90 e 135 dias de recuperacao.

Tabela 8 — Lactato no plasma, intoxicacdo aguda e periodos

de recuperacao ao herbimix

LACTATO NO PLASMA SANGUINEO

T1(CTR) T2(HRB) T3(HRB+ST) T4(ST)
(@]
S
‘2 96 horas 1,74+0,03 3,45£0,11 3,30+0,08 8,31:0,22
<
L
§  45dias 2,88+0,28 9,39+0,43 a 9,40£0,23 a 8,410,84
©
g 90dias 4,90+0,71 8,11%0,14 a 8,98+0,17 a 5,78+1,24
>
[&]
& 135dias 7,05+1,42 10,14+0,25 a 8,63+2,42 a 5,60+0,47

Fonte: Elaborada pela autora, 2014.

Conforme a Tabela 8, o lactato (mmoI.L'l) € expresso como média £ S.E.M. Nela, 0 a mindsculo
indica a diferenca estatistica entre os tratamentos e o grupo controle. ANOVA, seguido por varios
testes de Tukey (P<0,05), n=6.

No estudo com clomazone e jundig, avaliando o periodo de recuperacao dos
parametros hematolégicos, Crestani (2004) observou que 96 horas ndo foram
suficientes para que a glicose tivesse seus valores recuperados e que o lactato
sanguineo permaneceu com valores elevados, mostrando tempo insuficiente até 192
horas pds-contaminacdo. Em outro estudo, este realizado por Venturini (2010), 14
dias de recuperacdo foram suficientes para o retorno dos niveis de lactato no
plasma, porém para a glicose, a autora relata que este tempo de recuperacdo nao
foi suficiente.

Frente ao relato de diferentes autores pode-se dizer que o0 tempo de
recuperacdo esta relacionado diretamente com o parametro plasmatico analisado,
pois Koakoski et al., (2014), usando herbimix, em jundias, observou que 180 dias de
recuperagcdo nao foram suficientes para o retorno dos niveis de cortisol a valores

semelhantes ao controle.
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Sendo assim, observa-se que 45 dias foram suficientes para que a glicose
disponivel no sangue se restabelecesse ap0s o estresse sofrido; ja o lactato
continuou aumentando sua concentracdo até 135 dias em agua livre de
agroquimico, sugerindo resposta ao estresse quimico, visando uma via alternativa

de suporte energético, provavelmente suprindo a necessidade de glicose no sangue.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Ha uma grande disparidade na conducéo dos trabalhos que avaliam o efeito
da intoxicacdo aguda por agroquimicos sobre alteracdes fisiolégicas em peixes. A
divergéncia de resultados observada entre os diferentes estudos, incluindo o
presente, pode ser atribuida a varios fatores, dentre os quais podem ser citados:
diferentes espécies de peixes, diferentes agroquimicos, diferentes concentracoes,
diferentes periodos experimentais, além de praticamente ndo existir estudo sobre
periodos de recuperacdo. Em fungdo dos fatores citados, que podem influenciar as
respostas, torna-se dificil a comparacao entre os diversos trabalhos.

Porém, mesmo com a diversidade de protocolos experimentais, pode-se
observar que o uso de agroquimicos promove alteracdes no metabolismo de
carboidratos nos diferentes tecidos. No tecido hepético, a acdo de ambos o0s
agroquimicos parece rapida e agressiva, confirmada pela acdo drastica nos niveis
de glicogénio. Assim como observado no tecido hepatico, também ocorreu um
decréscimo do glicogénio no tecido muscular.

Quanto aos parametros plasmaticos, a glicose diminui em ambos o0s
agroquimicos e o lactato aumentou, sugerindo uma situacéo de hipoxia que pode ter
conduzido a utilizacdo da via anaerdbia para a degradacdo da glicose, resultando
num aumento da producao de acido lactico.

Pode-se também observar que todos os tecidos sofrem alteracdes frente ao
agroquimico ou ao estresse, ou na associacdo de ambos. Entretanto, o tempo de
recuperacado é diferenciado, o que reforca a diferenca do perfil metabdlico de cada
tecido.

Os dados obtidos trazem novas perspectivas a serem estudadas para que se
possa elucidar o efeito de diferentes tipos de estresse no metabolismo. Estudos de
enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos, assim como a determinacao do
efeito desses agentes estressores sobre reservas de proteinas e lipidios, poderiam

complementar os resultados encontrados neste estudo.
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6 CONCLUSOES

v' O jundia (Rhamdia quelen) apresentou resposta fisiolégica frente a
intoxicacdo aguda dos agroquimicos, podendo ser usado como

bioindicador ambiental.

v' A exposicdo aguda ao Glifosato e Herbimix altera os niveis de glicose e

lactato sanguineo.

v" Os peixes expostos aos agroquimicos testados mobilizaram reservas de

glicogénio dos tecidos hepatico e muscular.

v' O periodo de recuperacao de 45 dias foi suficiente para que o glicogénio,
glicose e lactato na maioria dos tecidos e tratamentos, voltassem aos

valores pré-exposicao.

v A contaminacdo quimica e o estresse alteraram 0 metabolismo de
carboidratos do jundi4, sendo que o estresse interfere diretamente nos

metabdlitos plasmaticos.

v' Resposta do estresse foi alterada pela agdo dos agroquimicos.
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