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RESUMO

A exploracdo dos recursos naturais tem se itensificado muito nos ultimos anos devido
a forte pressdo que o setor produtivo enfrenta para atender a demanda do mercado
consumidor. Diante deste panorama, sistemas de producédo de peixes intensivos sao adotados
para aumentar a produtividade, tal fato implica na abertura de portas para patdgenos, assim
como para a utilizagdo de produtos quimicos. Um dos quimicos mais empregados para
minimizar a perda da produgdo aquicola, é o triclorfon (TRC), pesticida organofosforado.
Diversos séo os peixes utilizados como bioindicadores de contaminagdo por TRC, dentre eles
a tilapia-do-Nilo. Embora a tilapia seja a espécie mais utilizada, outras espécies nativas com
potencial bioindicador necessitam de estudos. Diante deste fato este trabalho teve como
intuito avaliar a eficacia da tuvira (Gymnotus carapo) como bioindicador no monitoramento
do Masoten®. Para a determinacdo da CLsg, 96 animais foram distribuidos em 32 aquarios de
vidro. Foram utilizados oito tratamentos (0,0; 5,0; 7,5; 15; 22,5; 37,5 e 45 mg L™) com quatro
repeticdes cada. A CLso foi de 6,38 mg L. Para a avaliagdo dos efeitos subletais, 10% da
CLs, foi utilizada, em quatro concentracdes (0,0; 0,238; 0,438 e 0,638 mg L™) com quatro
repeticdes, onde foram realizadas duas coletas em 7 e 14 dias. Diariamente foram mensurados
o0s parametros fisico-quimicos da agua (temperatura, pH, condutividade e oxigénio). Nos dois
dias de coleta, 3 peixes de cada tratamento foram retirados para as analises hematoldgicas e
enzimaticas. Os valores hematoldgicos se mostraram mais sensiveis durante os 7 primeiros
dias de exposicdo, sendo gque apos isso 0 estresse do manejo diario tornou-se acentuado. Os
valores da AChE apresentou diferenca nos grupos 0,438 e 0,638 mg L™ em relacdo ao
controle nos primeiros 7 dias. Ao final do dia 14, os mesmos grupos apresentaram diferencas,
porém houve um aumento da atividade enzimatica. Os valores da GST apresentaram
diferencas apenas para o dia 14 para os tratamentos 0,238 e 0,438 mg L. Os resultados da
enzima FOX ndo corroboraram com o0s obtidos da literatura em nenhum dos dias de coleta. A
CAT apresentou diferenca do grupo 0,638 mg L™ em relagdo aos demais tratamentos apenas
nos primeiros 7 dias de tratamento. Diante dos resultados obtidos, a tuvira apresenta potencial
como bioindicadora de ambiente contaminados por Masoten®, entretanto mais estudos sao

necessarios.

PALAVRAS CHAVE: Organofosforado; Triclorfon, Tuvira; Piscicultura.



ABSTRACT

The exploitation of natural resources has been heavily itemized in recent years due to
the strong pressure that the productive sector faces to meet the demand of the consumer
market. Given this panorama, intensive fish production systems are adopted to increase
productivity, this implies opening ports for pathogens as well as for the use of chemicals. One
of the chemicals most used to minimize the loss of aquaculture production is trichlorfon
(TRC), an organophosphorus pesticide. Several fish are used as bioindicators of CRT
contamination, among them Nile tilapia. Although tilapia is the most used species, other
native species with potential bioindicator need studies. In view of this fact, this work aimed to
evaluate the efficacy of tuvira (Gymnotus carapo) as a bioindicator in the monitoring of
Masoten®. For the determination of LC50, 96 animals were distributed in 32 glass aquariums.
Eight treatments (0.0, 5.0, 7.5, 15, 22.5, 37.5 and 45 mg L™) were used with four replicates
each. The LCso was 6.38 mg L-1. For the evaluation of sublethal effects, 10% of the LCso was
used in four concentrations (0.0, 0.238, 0.438 and 0.638 mg L™) with four replicates, where
two collections were performed in 7 and 14 days. The physical-chemical parameters of the
water were measured daily (temperature, pH, conductivity and oxygen). On the two days of
collection, 3 fish from each treatment were withdrawn for hematological and enzymatic
analyzes. The hematological values were more sensitive during the first 7 days of exposure,
after which the stress of the daily management became accentuated. The AChE values
presented difference in the groups 0,438 and 0,638 mg L™ in relation to the control in the first
7 days. At the end of day 14, the same groups showed differences, but there was an increase
in the enzymatic activity. GST values showed differences only for day 14 for treatments 0.238
and 0.438 mg L™. The results of the FOX enzyme did not corroborate with those obtained
from the literature on any of the days of collection. CAT presented a difference of the group
0.638 mg L™ in relation to the other treatments only in the first 7 days of treatment. In view of
the obtained results, the tuvira presents potential as environmental bioindicator contaminated

by Masoten®, however more studies are necessary.

KEY WORDS: Organophosphorus; Trichlorfon; Tuvira; Pisciculture.
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1. INTRODUCAO

Com o aumento da populacdo, a demanda pela producédo alimenticia cresceu de forma
significativa, intensificando assim setores como o da agricultura, pecuéria e aquicultura.
Portanto, para se garantir uma boa producéo (livre de vetores de doencas e/ou parasitas) sao
comumente utilizados agrotdxicos produtos também conhecidos como Xxenobidticos,

pesticidas, defensivos quimicos, inibidores de crescimento (Peres; Moreira; Dubois, 2003).

Segundo dados do Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2017) o Brasil € 0 maior
consumidor de agrotéxicos do mundo, possuindo uma ampla cobertura legal no pais,

entretanto tais produtos podem vir a contaminar o solo e o ecossistema aquatico.

Fatores antropogénicos estdo intimamente ligados a introducdo de xenobidticos no
ambiente aquatico. Dentre os mais comuns, podemos citar a remocdo da mata ciliar, 0
escoamento de agua superficial com contaminantes no solo e esgoto doméstico séo as formas
de chegada destes produtos em rios, lagos, acudes e represas (Thomaz, 2008; Lourengato,
2010; Dellamatrice; Monteiro, 2014). Uma vez na agua os xenobidticos podem contaminar
lencais freaticos (Figura 1), animais locais residentes e animais que estejam distantes do foco

de contaminacéo (da Rocha, 2009).

7
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Figura 1 — Caminho de xenobidticos quando em contato com meio aquatico. Modificado de TOMITA,;
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Uma vez presente no ambiente aquético, os residuos de agrotoxicos podem ligar-se ao
material particulado em suspensdo, assim como sedimentar-se no fundo e serem absorvidos
por outros organismos, podendo ser desintoxicado posteriormente ou se acumular no

organismo (Silvia; Santos, 2007).

Concomitantemente a estes processos temos 0 uso exacerbado de pesticidas em
pisciculturas, onde sua utilizacdo € muito empregada visando minimizar as perdas da
producdo (Rodrigues et al., 1997; Rocha, 2009).

A aquicultura é uma atividade com grande importancia no mercado de producéo
animal para o consumo humano, entretanto esta vem enfrentando nos ultimos anos algumas
dificuldades relacionadas a qualidade da &gua, doencas infecciosas e parasitarias, gerando

enormes prejuizos para a economia (Pavanelli; Eiras; Takemoto, 2002).

O Brasil apresenta grande potencial para a pratica da aquicultura devido ao seu
territorio possuir enormes reservatorios de agua (Zaniboni Filho, 1997). Nos sistemas
intensivos de criagdo de peixes, 0 surgimento de parasitos e agentes potencialmente
patoldgicos é facilitado pelo confinamento e grande nimero de estocagem de individuos
(Klein et al., 2004; Maximiano et al., 2005).

Na aquicultura, inseticidas organofosforados (OFs) sdo os mais utilizados e inseridos
para o controle de larvas de insetos predadores de peixes, juntamente com 0 seu uso para
eliminacdo de ectoparasitos (Mataqueiro, 2002; da Rocha, 2009). Entretanto devido ao fato de
escassez de conhecimento, grandes quantidades sdo inseridas no meio e peixes estdo
frequentemente expostos a estas substancias que pode se bioacumular em sua musculatura
(Dores; De-Lamonica, 2001; Canello Schalch et al., 2005). No entanto os peixes sdo sensiveis
as contaminagfes assim como a presenca destes compostos pode interferir em processos
fisiol6gicos e bioquimicos (Lang et al., 1997).

Para se analisar a presencga de contaminantes na agua, diversos organismos podem ser
utilizados, tais como plantas e crustaceos (Akaishi et al., 2004). No entanto devido a grande
sensibilidade e facil manejo em laboratério, os peixes tém sido muito utilizados para o

monitoramento no ambiente (Maia; Martos; Barrella, 2001).

Dentre os peixes utilizados como auxilio para o biomonitoramento ambiental, a tilapia

do Nilo (Oreochromis niloticus) € a mais utilizada devido a sua ampla distribuicdo e
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caracteristicas ecoldgicas (Arias et al., 2007), entretanto, sendo uma espécie exdtica sua

utilizacdo torna-se questionavel para monitoramento ambiental.

Diante do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi investigar o potencial da tuvira
(Gymnotus carapo), peixe amplamente utilizado na pesca esportiva como ferramenta no

monitoramento ambiental do pesticida Triclorfon (Masoten®) em viveiros.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Classificagdes dos Pesticidas

Segundo a Lei n° 7.802, de 11 de Julho de 1989 sdo considerados agrotoxicos
(vulgarmente denominados de pesticidas) “produtos e agentes de processos fisicos, quimicos
ou biologicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou
implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais,
cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agédo

danosa de seres vivos considerados nocivos”.

Sua denominacéo é dada de acordo com o organismo que se pretende eliminar, sendo
assim classificados como herbicidas, fungicidas, rodenticidas, moluscicidas entre outros
(Anwar, 1997).

Uma segunda classificacdo é utilizada quanto ao grau de toxidade, podendo assim, ser
classificados como: Extremamente toxicos (Classe la), Altamente toxicos (Classe Ib),
moderadamente toxicos (Classe Il) e Discretamente toxicos (Classe I11). Sua classificacao
pode ocorrer também mediante ao grupo quimico presente em sua formulacdo, sendo
conhecidos como organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides (He, 1993;
Linhares, 2013).

Sua origem também pode ser utilizada para sua classificacdo, isto é, organico ou
inorganico. Sendo que os organicos foram introduzidos, apés a descoberta de que sais
inorganicos eram toxicos ao homem, com isso ao longo do tempo compostos organicos foram
introduzidos em sua formulacdo, gerando dois subgrupos: Sintéticos (incluidos os carbamatos
e organofosforados) e os de Origem Vegetal (Vilarinho, 2011). Os inorganicos s&o
constituidos a base de Arsénio, Zinco, Cobre, entre outros e sdo considerados extremamente

toxicos ao homem (Peixoto, 2007).

A estrutura quimica também deve ser levada em consideragdo na classificacdo dos
pesticidas, atualmente sdo encontrados os organofosforados que apresentam como molécula
base o Fosforo, os carbamatos que possuem Carbono como elemento bésico, triazinas que
contém um anel aromatico Benzeno como molécula base e os piretroides que apresentam
Piretrina (Maraschin, 2003; Savoy, 2011).


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%207.802-1989?OpenDocument
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2.2 Pesticidas Organofosforados

A histéria dos OFs apresenta um inicio nebuloso, entretanto acredita-se que ela
comece na idade média com alquimistas da época. Seu estudo comeca a ser impulsionado de
fato em 1820 por Lassaigne proporcionando a esterificacdo do acido fosforico (Santos et al.,
2007; Silva, 2013). Os OF s6 aparecem com forga no cenario mundial por volta de 1938, com
sua descoberta por quimicos alemdes, entretanto sua introdugcdo no mercado s6 acentuou-se
entre as décadas de 60 e 80 (Araujo et al., 2001; Santos et al., 2007).

Os OFs passaram a serem 0s pesticidas mais utilizados no Brasil na década de 70, e
com seu consumo exacerbado, aumentaram os relatos de casos de intoxicacGes em funcéo de
exposicoes agudas e cronicas. A intensificacdo de seu uso deve-se a proibicdo de inUmeros
organoclorados. Além de seu vasto uso na lavoura, os OFs estdo relacionados ao combate dos
insetos vetores de dengue, febre amarela e doenca de Chagas (Ecobichon, 1993; Barth;
Biazon, 2010).

Sdo compostos quimicos que apresentam um atomo de fosforo (Figura 2) em sua
estrutura central, circundado por grupamentos R'e R? que sdo grupos aril ou alquil ligados
diretamente ao fosforo central, e X podendo ser representado pelos grupos halogénio,

alifatico, aromético ou heterociclo (Matos, 2012).

Tais compostos apresentam alta solubilidade, tornando-os de facil absorcdo pelas vias
respiratorias, cutaneas e digestivas (Barth; Biazon, 2010). Em seres humanos a principal via
de contaminacdo é a digestiva com alimentos ou agua contaminada, entretanto as demais vias

de contaminacdo também estdo presentes (Andrade; Campolina; Dias, 2001).

O
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Figura 2 — Formula estrutural genérica dos Organofosforados. Modificado de MATOS, 2012.
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2.3 Uso de Organofosforados em Piscicultura

A aquicultura baseia-se na producdo de organismos aquaticos em qualquer estagio de
seu desenvolvimento, para fins comerciais. Este tipo de producdo torna-se vantajosa, pois
minimiza a retirada de organismos do meio ambiente, reduzindo assim impactos (Silva,
2013). O Brasil possui um vasto territdério e clima tropical, fator que contribui para o
desenvolvimento da aquicultura e por consequéncia a piscicultura na qual visa a criacdo de
peixes (Pavanelli; Eiras; Takemoto, 2008), esta atividade estd amplamente difundida por todo
0 pais e atualmente cerca de 30 espécies de peixes com diferentes habitos sdo cultivados
(Botelho et al., 2012).

Nas pisciculturas, os OFs sdo comumente utilizados em diversas etapas da producéo,
como por exemplo, no periodo de alevinagem para o controle de odonatas que causam
predacdo e por consequéncia perda da producdo (Garadi; Domarco; Rinheiro, 1988). O
tratamento pode ser realizado de duas formas, sendo interna ou externa. Na forma externa o
inseticida é administrado diretamente na agua, este método é denominado de banho e pode

ocorrer em um periodo de longa ou curta duracao.

Os banhos podem ser realizados no proprio local de cultivo, onde a renovacdo de agua
€ minima e os animais ficam submetidos aos OFs por longos periodos (Pavanelli; Eiras;
Takemoto, 1998; Mataqueiro, 2002). Entretanto a utilizagdo dos OFs no controle de
ectoparasitas nos ambientes de cultivos tem mostrado alteracbes fisiologicas em peixes

mesmo quando sdo administradas em concentracfes subletais (Rodrigues et al., 1997).

Mataqueiro, (2002), Juarez e Rouse (1983) citam que na preparacdo dos viveiros
utilizam-se concentracGes de 0,25 a 3,00 ppm de OF, para eliminar parasitos no periodo de
cultivo. Segundo Coppage e Mattews (1974) peixes expostos a pesticidas fosforados exibem

inibicdo colinesterasica de 70 a 96%, além de apresentarem uma mortalidade entorno de 60%.

Boyd e Massaut, (1999) destacam o risco associado ao uso de produtos quimicos em
ambientes de cultivo, sobretudo ao uso de pesticidas e bactericidas, que possuem carater
bioacumulativo e secundariamente potenciais causadores de risco da salde alimentar.
Segundo dados de Hansen; Kapoor; Metcalf et al. (1972) foi constatada bioacumulacdo de
organofosforados em espécies de Gambusia em apenas 32 dias de cultivo, onde 6rgdos como

figado e a musculatura foram os mais afetados.
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2.4 Triclorfon

O Triclorfon (TRC) é um pesticida OF na forma sélida cristalina solivel em agua, que
possui atividade anticolinérgica e vem sendo amplamente utilizadas para o controle de
diversos artrépodes como grilos, percevejos, pulgas entre outros, e também no controle de
ectoparasitos de peixes (Lopes et al., 2006; Venturini, 2010). Suas propriedades fisico-

quimicas estdo dispostas na tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas do pesticida organofosforado triclorfon

Caracteristicas Fisico-Quimicas Triclorfon
CAS 52-68-6
Nome Quimico dimetil 2,2,2 —tricloro — 1 — hidroxietil fosfato
Massa Molar 257.44 g/mol ™
Pressdo de Vapor 1.04 x 10 * PA
Ponto de Fusdo 83-84 °C
Ponto de Ebuli¢do 100 °C
Solubilidade em Agua 1.20 x 10 °mg/L™
Classificacdo Toxicologica Classe Il b

(International Programe on Chemical Safety, 1971; Lopes et al., 2006)

Em solos aerdbios, o TRC apresenta curta duragdo, com uma meia-vida estimada em
27 dias. Possui uma baixa persisténcia no solo e tende a ir para aguas subterraneas, além de
alta solubilidade em agua, é estavel em condi¢des acidas, onde apresenta meia-vida de 30
minutos em pH 9, 34 horas em pH 7 e 104 dias em pH 5 (Thomaz, 2008). A hidrolise do TRC
ocorre de forma répida, o que por sua vez gera o metabolito diclorvés (Figura 3), uma
subespécie de organofosforados extremamente toxico devido sua alta atividade
anticolinesterasica (Hirata; Skortzaru; Narciso, 2003), em 96 horas presente na agua apenas

0,7% da concentracdo inicial de TRC se encontram presentes (Yoshimura; Endoh, 2005).
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Figura 3 — a) Formula estrutural do Triclorfon. b) Férmula estrutural do metabdlito Diclorvés formado a partir
da degradacéo do Triclorfon. Modificado de Chen et al., 2016.

Kubtiza; Kubtiza (1998) recomendam sua utilizacdo no combate contra parasitas em
ambientes de cultivos intensivos devido a grande taxa populacional e a facilidade de dispersao
de doencas. As doses indicadas na erradicacdo de ectoparasitas por TRC varia de 0,1 a 1,0
mg.L™ , entretanto os produtores utilizam-se de doses excessivas do composto (Chang et al.,
2006). Diante deste fato o uso indiscriminado do TRC em banhos com altas concentracfes em
pisciculturas vem sendo um fator agravante para a intoxicacdo dos peixes, onde sua principal

via de absorvicdo sdo branquias e superficie corporal (Veiga et al., 2002; Thomaz, 2008).

2.5 Agdes Colinérgicas

Sinapses séo os sitios de transmissdes da informacao neural, estas informacdes podem
ocorrer de duas maneiras (Figura 4). Mediadas por transmissores quimicos denominadas
sinapses quimicas ou transmitidas eletricamente também conhecidas como sinapses elétricas
(Constanzo, 2010). As sinapses elétricas ocorrem quando dois neurdnios encontram-se
acoplados eletricamente por meio de jungdes comunicantes. Jungdes comunicantes Sao
complexos existentes de poros e proteina, usualmente chamados de conexinas, que permitem
que ions se movam entre as células neurais (Constanzo, 2010; Krebs; Weinberg; Akesson,
2012).
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Diferente do que ocorre nas sinapses elétricas, nas sinapses quimicas ndo héa
comunicagdo direta entre 0s neurénios. As sinapses quimicas sdo compostas por um terminal
denominado de pré-sindptico, uma fenda sindptica e um terminal pds-sindptico e sua
comunicacdo se da por intermedidrios conhecidos como neurotransmissores (NTS)
responsaveis pelas acdes colinérgicas. Sinapses quimicas sdo em sua maioria unidirecionais,
portanto para que ocorra a emissdo de NT na fenda sinéptica é necessario que haja a chegada
de um potencial de acdo (PA) (Koeppen; Stanton, 2009; Weinberg; Akesson, 2012).

A chegada do PA no axdnio causa a abertura dos canais de Ca**+, o aumento dos
niveis de Ca®* no interior da célula por sua vez estimula a fusdo das vesiculas com NTs na
membrana plasmatica. Os NTs sdo entdo liberados na fenda sinaptica, onde se difundem e se
ligam aos receptores da membrana pos-sinaptica. Os NTs atuam rapidamente nos neurénios,
pois sdo catalisados rapidamente por neuromoduladores (Koeppen; Stanton, 2009).

Conexinas Vesiculas
contendo NTs

Citoplasma 1

/‘A_\®®

. I/‘\ 71 71 20% 2 S Y sinaptica

Citoplasma 2 : :

Figura 4 — llustracéo sinaptica. a) Sinapse Elétrica evidenciando as proteinas denominadas de conexinas que
permitem a passagem de ions neurais. b) Sinapse Quimica evidenciando as vesiculas contendo
neurotransmissores e sua fusdo com a membrana plasmaética pos-sinaptica. Modificado de Krebs; Weinberg;
Akesson 2012.

2.6 Biomarcadores Enzimaticos

Os biomarcadores séo utilizados como auxilio no diagnostico de intoxicacGes agudas e

crénicas tanto de animais, como de plantas e humanos. Atualmente o interesse por
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biomarcadores enziméaticos como forma de monitoramento aquatico vem aumentando devido

a sua grande sensibilidade (Cogo et al., 2009).

As acles das atividades enzimaticas sdo utilizadas como biomarcadoras, devido ao
fato dos agentes tdxicos apresentarem uma meia-vida relativamente longa e possuirem alta
afinidade por elétrons encontrados nas estruturas das enzimas (lvanina; Habinck; Sokolova,
2008; Cogo et al., 2009).

Cada grupo de enzima apresenta uma estrutura tridimensional especifica com um sitio
ativo que se liga ao seu substrato especifico, tal ligacdo é regida pela ordem em que seus
aminoacidos estdo dispostos na cadeia, porém suas estruturas podem ser desenoveladas
guando se ligam aos compostos toxicos, convertendo-se em cadeias polipeptidicas (onde nédo

apresentam mais sua conformacao original) (Lenhinger, 2011).

2.7 Enzimas Colinesterases

Sdo classificadas de acordo com suas propriedades de catélise e seu poder de
especificidade a um substrato alvo, sdo também inibidoras e responsaveis pela distribuicao de
movimentos (Santos, 2009). Tais enzimas desempenham grande papel na neurotransmissao
colinérgica tanto central como periférica e auxiliam na hidrolise e destoxificacdo de agentes

xenobioticos (Massoulié et al., 1993).

De modo geral as enzimas colinesterases podem ser denominadas de globulares ou
assimétricas, onde formas globulares se apresentam como monémeros dimeros e tetrdmeros
(Figura 5), podendo estar solGvel na linfa, plasma ou em outros tecidos banhados pela
circulacdo. Pode ainda estar ancorada a membrana celular por intermédio de
glicofosfolipideos, lipideos ou proteina transmembrana de ancoragem rica em prolina,
encontradas no coracdo, figado, neurbnios de sinapses cerebrais e eritrocitos (Chatonnet;
Lockridge, 1989; Zhang; Mccammon, 2005; Assis, 2011).

A forma assimétrica esta associada a uma cauda de colageno (Q), podendo conter de 1
a 3 tetrdmeros em sua extremidade, se fixam na lamina basal por dois dominios de ligacdo a
heparina, onde interage com o heparan sulfato das jungdes neuro-musculares (Chatonnet;
Lockridge, 1989; Assis, 2011).
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Figura 5 — Representacdo de tetrameros (A), dimeros (B), e monémero (C) das formas globulares de
colinesterases. Modificado de MOSSOULIE; BOM, 1982.

O grupo colinesterase encontra-se dividido em dois subgrupos, sendo eles as
acetilcolinesterases (AChE), responsaveis por degradar ésteres do &cido acético, e o subgrupo
butirilcolinesterase (BChE), popularmente conhecido como colinesterase nao especifica,
exerce pouca acao na ACh, entretanto exerce grande funcéo hidrolitica na enzima butirilcolina
(BCh) (Chatonnet; Lockridge, 1989). Tais subgrupos distinguem-se por serem transcritos por
genes distintos e por possuirem pesos moleculares diferentes (Massoulié; Bom, 1982; Fraga,
2010).

2.8 Acetilcolinesterase

E uma enzima responsavel pela finalizacdo da transmiss&o dos impulsos nervosos nas
sinapses colinérgicas e pela hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (ACh) (Rang, 2001,
Petronilhoa; Pintob; Villara, 2011). E uma glicoproteina globular, encontrada nos neurdnios
colinérgicos, proximo ao local onde ocorrem as sinapses, permanece armazenada em

vesiculas sinapticas (Massoulié et al., 1993).

Contém dois sitios ativos em sua porcdo inferior, situado a 20 A de profundidade
(Sussman; Harel, 1991), um sitio esterasico, no qual apresenta a triade com funcdo catalitica,
onde ha ligacdo do grupamento éster e carbonila da ACh e outro sitio anidnico onde liga-se a
cadeia de nitrogénio quaternario carregado positivamente da ACh (Figura 6) (Taylor; Brown,
1999; Santos, 2009), a compreensdo do mecanismo catalitico e modo de a¢do da AChE
tornou-se possivel pelos estudos de Sussman; Harel (1991) com a determinagédo da estrutura

tridimensional da enzima dimérica de Torpedo californica.

Acredita-se ainda que a AChE apresente um papel ndo-catalitico, onde estruturas

variantes desta enzima em outros tecidos do corpo humano esteja envolvida em funcdes de
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crescimento celular, neurogénese, hematopoiese, e processos patolégicos envolvidas com
estresse e deterioracdo de neurdnios colinérgicos (Coyle; Price; Delong, 1983; Layer, 1990;
Lev-lehman et al.,1994; Darboux et al.,1996; Sapolsky, 1996).

A AChE apresenta diversos inibidores, dentre todos entre 0s que mais apresentam
destaque sd@o os pesticidas OF e CBs, 0s quais representam um maior grau de toxicidade ao

homem (Casarett; Klassen; Doulls, 1996).
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Figura 6 — Representacdo ilustrativa do sitio esterdsico no qual contém a triade catalitica composta pelos
aminoacidos Glutamina, Histidina e Serina. Modificado de CASIDA; QUISTAD, 2004.

2.9 Acetilcolinesterase como Biomarcadora de Organofosforados

A inibicdo da AChE se fortificou com a introducdo de compostos OFs no ambiente,
sua inibicdo esta intimamente ligada com mecanismos de agdo toxica (podendo ser reversiveis
ou irreversiveis) (HOSKINS et al., 1986). A atividade da AChE é utilizada como ferramenta
para aplicagdo de estudos utilizando-se de organismos invertebrados e vertebrados. Desde
1950 a utilizagdo de peixes se intensificou, sendo assim uma indicadora de ambiente
previamente exposto a OF e outros pesticidas comuns na agricultura (Klemz; Silva de assis,
2005; Oliveira et al., 2007).
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Os OFs ligam-se (processo denominado de fosforilagdo) semelhantemente a
acetilcolina no sitio esterasico da AChE, com a fosforilagdo do grupamento hidroxila do
residuo de serina presente na enzima promovendo assim sua inibicdo (Figura 7). Tal
substancia posteriormente seria hidrolisada e a enzima regenerada (Baron, 1991; Soares,
1998). Nas ligacdes entre AChE e OF, inicialmente temos uma ligacdo i6nica, com o passar
do tempo a enzima é fosforilada e a ligagdo torna-se covalente, gerando o processo de
“envelhecimento enzimatico”, de tal modo que a enzima perde seu poder de regeneracéo,
desta forma os OFs sdo conhecidos como inibidores irreversiveis da AChE (Quinby; Wash,
1964; Soares, 1998; Guiloski, 2009).
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Figura 7 — Mecanismo de inibicdo da AChE por contaminante organofosforado. Modificado de SANTOS et al.,
2007.
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2.10 Organismos Aquaticos como Bioindicadores Ambientais

Bioindicadores sdo aquelas espécies utilizadas como primeiros indicadores de
alteracbes ambientais (Adams, 2002). No ambiente aquético diversos organismos podem ser
utilizados como sentinelas, tais como plantas, moluscos, crustaceos, peixes entre outros

animais (Lins et al., 2017).

Para ser considerado como um bioindicador ideal, uma série de caracteristicas séo
levadas em consideracdo, tais como a plasticidade do animal ou planta a sobreviver a um
ambiente considerado saudavel, mas também suportar 0 ambiente exposto ao contaminante

alvo, abundéancia do organismo e facilidade no manuseio em laboratério (Lins et al., 2017).

Diante deste fato, o0s peixes apresentam caracteristicas favoraveis como
bioindicadores, pois apresenta um numero elevado de individuos, importancia ecoldgica e
possuem um alto nivel de estratégias comportamentais e reprodutivas, assim como o fato de
serem muito sensiveis a variacdes em seus meios, podendo ser considerados excelentes

organismos modelo para ensaios em ecotoxicologia (Favaro; Oliveira, 2012; Rand, 2008).

2.11 Hematologia como Bioindicador Ambiental

A hematologia consiste em estudar as alteracbes dos padrdes e possiveis distarbios
morfolégicos das células existentes no sangue. Seu estudo é baseado pela quantificacdo de
eritrécitos, leucécitos e trombdcitos (Tavares-Dias; Moraes, 2004), assim como nos demais

componentes existentes tais como, proteina plasmatica, hemoglobina.

Os parametros sanguineos assim como bioquimicos e enzimaticos, auxiliam na
conducdo de estudos sobre contaminacdo ambiental (Silva; Lima; Blanco, 2012). Segundo
Adhikari et al. (2004), os parametros hematoldgicos podem ser considerados com indicadores
fisiohistopatoldgicos de um corpo como todo, sendo assim, uma das pecas fundamentais para

o diagnostico da funcionalidade do sistema do peixe exposto a um contaminante.

A utilizagdo da hematologia como biomarcadora ambiental, pode permitir uma
avaliacdo mais rapida da saide dos organismos, podendo ser indicadores da exposi¢do ou de
efeito de xenobidticos (Mayer et al., 1992; Rocha, 2009). A composicdo do sangue estd

sujeita a diversos fatores fisiologicos, tais como, sexo, estagio gonadal, sexo entre outros. Em
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contrapartida também pode ser influenciada por fatores externos como infecgdes e estresse
(Mccormick; Naiman, 1985).

Os principais 6rgdos hematopoiéticos em teledsteos sdo baco e rim cefélico, segundo
Dheer et al. (1987), a hematopoiese sofre influéncia de fatores ambientais. Diante deste fato a
hematologia fornece informacgdes cruciais sobre a fisiologia e salde dos organismos sob

condigdes de estresse segundo Cazenave; Wunderlin; Hued (2005).

2.12 Caracteristicas e Biologia do género Gymnotus

O género Gymnotus € conhecido popularmente como sarapd, tuvira, peixe espada,
entre outros (Rotta, 2004; Rosa, 2015). Encontram-se distribuidos em praticamente toda a
Ameérica do Sul e Central (Figura 8) com excecao do Chile e Belize (ROSA, 2015).

Segundo Betancur et al. (2013) ocupam a seguinte posi¢do sistematica:

Megaclasse Osteichthyes
Superclasse Actinopterygii
Classe Actinopteri
Subclasse Neopterygii
Infraclasse Teleostei
Corte Elopomorpha
Subcorte Ostariophysi
Secao Otophysi
Superordem Characiphysae
Ordem Gymnotiformes
Familia Gymnotidae
Género Gymnotus
Espécie G. carapo

Os Gymnotiformes sdo importantes componentes da ictiofauna de adgua doce, sendo
todos obrigatoriamente representantes de aguas dulcicolas, na qual a bacia Amazonica

representa a maior diversidade (Mago-Leccia, 1994). Esta é uma ordem composta por um
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grupo monofilético (capazes de produzir impulsos elétricos) na qual sdo conhecidas cinco
familias, sendo elas: Apteronotidae, Hypopomidae, Sternopygidae, Rhamphichtyidae e
Gymnotidae (Albert; Crampton, 2005).

Segundo Froese; Pauly (2014) estdo descritas 39 espécies pertencentes ao género
Gymnotus, sendo que destas 24 ocorrem em territorio brasileiro e deste nimero, 20 espécies

séo encontradas na bacia Amazonica (Campos-da-paz; Backup 2007; Maxime; Albert, 2009).

Figura 8 — Representacdo ilustrativa da distribuicdo de Gymnotus nas Américas. Modificado de Albert; Campos
da Paz, 1998.

Os Gymnotidae apresentam algumas caracteristicas marcantes (Figura 9), tais como
corpo alongado com presenca de escamas cicléides, boca superior ndo protréatil voltada para
cima e maxila inferior conspicua, auséncia de nadadeiras dorsal e ventral, entretanto com
presenca de nadadeira anal longa composta de numerosos raios, utilizando-se desta nadadeira
para auxiliar sua locomocéo (Britski; Silimon; Lopez, 1999; Minas gerais, 2000; Theodoro,
2003; Rotta, 2004; Claro, 2008; Baroni, 2010).

Outra caracteristica da espécie é a presenca de respiracdo acessoria, feita através de
um ducto pneumatico que liga o dorso do es6fago a bexiga natatéria, desta forma conseguindo
assim assimilar o oxigénio atmosférico para suas trocas gasosas (Bragan¢a; Menin; Costa,
1992; Moraes; Avilez: Altran, 2002; Rotta, 2004).
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Figura 9 - Morfologia externa de G. carapo mostrando as caracteristicas marcantes do género. Ferri, G. H 2018.

Sua capacidade de gerar campos elétricos é extremamente Util tanto para a
eletrolocalizacdo de objetos ou outros organismos, quanto para sua interacdo social (Campos
da Paz, 2003). Os impulsos sdo produzidos por 6rgdos especificos, que sdo originados de
células musculares diferenciadas (6rgdo de descarga elétrica). Tais descargas sdo especificas
para cada espécie e sdo utilizadas como um dos carateres taxonémicos deste grupo (Albert;
Crampton, 2001; Lovejoy et al., 2010).

S@o peixes considerados de porte médio podendo atingir cerca de 50 cm de
comprimento e pesar aproximadamente 300g. Vivem em ambientes Iénticos, dguas turvas
normalmente com baixa oxigenacdo e presenca de muita matéria orgénica que estdo
associadas a processos de inundacao (Pereira; Resende, 2000; Ventura et al., 2016). Possuem
comportamento territorialista podendo em algumas ocasides ser agressivos (Campos da Paz,
2003).

Seus hébitos alimentares estdo associados aos locais em que vivem, sendo assim
estudos no qual seu contetdo estomacal foi analisado, revelam que tuviras tem preferéncia
por larvas de insetos, pois sdo de facil ingestdo. Esta preferéncia deve-se ao fato de viverem
em ambientes com baixa oxigenagdo o que torna escasso o tipo de alimento (Pereira; Resende,
2006). Entretanto outros organismos compfem sua dieta como alguns pequenos peixes,
moluscos, espécies de plantas e até mesmo individuos da propria espécie (Bullock et al.,
2006; Isaac et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Avaliar o potencial da espécie Gymnotus carapo sobre o efeito do pesticida
organofosforado Triclorfon (Masoten®) como uma nova ferramenta para o uso de

bioindicadores.

3.2 Objetivos Especificos

- Determinar a concentracao letal média (CL50ggh);

- Avaliar o comportamento, lesdes e mortalidade das tuviras expostos a

concentracgdes subletais;

- Caracterizar os pardmetros hematologicos das tuviras submetidos as

concentracgdes subletais;

- Determinar as enzimas do estresse oxidativo extraidas do figado e masculo de

Gymnotus carapo;

- Determinar a atividade da acetilcolinesterase em Gymnotus carapo exposta

em diferentes concentracdes de TRC.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Local de realizacdo experimental

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ecossistemas Aquéaticos da Embrapa
Meio Ambiente localizado em Jaguaritna — SP, entre 0s meses de Setembro e Dezembro de
2018. O presente projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA
(Embrapa Meio Ambiente) Protocolo n° 006/2017.

4.2 Obtencao dos organismos testes e aclimatagao

Os animais foram obtidos de um produtor localizado na cidade de Limeira — SP. Apds
a aquisicao, os animais foram levados até a Embrapa Meio Ambiente, aclimatados em tanques
de polipropileno com capacidade para 500L, com sistema de filtragem e aera¢do constante
pelo periodo de 7 dias. Para 0 monitoramento fisico-quimico da agua do taque durante o
periodo de aclimatagdo, utilizou-se sonda multipardmetro (U-50, Horiba, Minami-ku, Kyoto,
Japan), onde se mensurou dados de temperatura (temp.) 23.9+1.02, pH 7.03+ 0.29,
condutividade (Cond.) 0.124+ 0.02 e oxigénio dissolvido (OD) 7.38+ 0.34, a amoénia foi
determinada pelo kit Aménia Téxica agua doce (Labcon Test) valores de 0.009+ 0.01.

4.3 Ensaio Agudo (CL50)

Apbs o periodo de aclimatacdo, 96 exemplares de G. carapo foram distribuidos em 32
aquarios retangulares de vidro com volume 0til de 250L com aerag¢do constante promovida

por um soprador 0,1 cv/h (Figura 10).

Foram utilizadas oito concentracbes (0,0 (controle); 5,0; 7,5; 15; 22,5; 30; 37,5 e 45
mg L") com média de peso de 91.83; 93.27; 90.59; 93.10; 90.80; 89.98; 91.50; 92.15
respectivamente, contendo Masoten® (determinadas através de um ensaio piloto), com quatro
repeticdes cada. Para cada repeticdo havia 3 animais, totalizando 12 animais por tratamento.
Os animais foram mantidos em um sistema semi-estatico por um periodo de 96 horas sem
fornecimento de alimentacdo como sugerido pela OECD (1992), assim como mantidos em
fotoperiodo de 8/16. Determinou-se um periodo de dezesseis horas de escuriddo devido as
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caracteristicas noturnas do animal teste, durante as horas claras a intensidade de luz se

manteve em 184 Ix.

Durante este periodo os animais mortos foram retirados dos aquarios e contados, a
qualidade da agua também foi monitorada durante todo o periodo experimental as 09h00min
horas.

Figura 10 — Exemplares de G. carapo em unidades experimentais para teste definitivo de CL50. Ferri, G. H
2018.

4.4 Testes Cronicos

Ap0s a determinacdo da CL50, foi realizado o teste crénico ou subletal. A partir do
valor obtido no teste agudo, 10% deste valor foi considerado como base para o inicio do teste
cronico por um periodo de 14 dias. Para isto 160 animais foram distribuidos em 16 aquarios
(os mesmos utilizados para o teste agudo), com volume util de 250L contendo aeracdo
constante promovida por um soprador 0,1 cv/h. Foram utilizados 4 tratamentos sendo um
controle e trés concentracdes (0,638 mg L™; 0,438 mg L™; e 0,238 mg L™) com peso médio
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de 68.63; 68.50; 68.37 e 68.55 respectivamente, cada um contendo quatro repeti¢cdes cada em
um sistema semi-estatico. Em cada unidade experimental foram colocados 10 animais,
totalizando 40 animais por tratamento. Foram realizadas duas coletas, sendo uma apos 7 dias

de exposicéo e a outra apos 14 dias.

4.5 Variaveis Fisico-Quimicas da Agua

Durante o periodo de determinacdo da CL50 (96 horas) de exposicao e teste cronico,
foram mensuradas as variaveis fisico-quimicas da d&gua com auxilio de sonda multipardmetro
(U-50, Horiba, Minami-ku, Kyoto, Japan), onde dados de temperatura (Temp), pH,

condutividade elétrica (Cond) e oxigénio dissolvido (O.D) no periodo da manha.

4.6 Perfil Hematologico

Ap0s o periodo de 7 e 14 dias, 3 animais de cada repeticdo foram retirados para as
analises sanguineas, totalizando 12 animais por tratamento em cada coleta. A coleta de sangue
foi realizada ap6s indugdo anestésica com benzocaina 100 g L™ (banho de imersao), onde foi
realizada puncéo venocaudal (Figura 11) com auxilio de seringas contendo EDTA (3%). As
amostras foram utilizadas para determinacdo do hematdcrito (Htc) pelo método do
microhematdcrito segundo Goldenfarb (1971), hemoglobina (Hb) pelo método da
cianometahemoglobina proposto por Collier (1944), proteina plasmatica total (PPT) com o

auxilio do refratdbmetro, Glicose e contagem de eritrécitos em camara de Neubauer.
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Figura 11 — Colheita de sangue por pungéo venocaudal em G. carapo. Ferri, G. H 2018.

Os indices hematimétricos VCM (volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina
corpuscular média) e CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular média) foram
analisados segundo Wintrobe (1934).

Para os indices hematimétricos foram utilizadas as seguintes formulas:
e VCM

O VCM é utilizado como auxilio para a observacdo dos eritrocitos. Para o calculo

foram utilizados os valores de hematdcrito e a contagem de eritrocitos, segundo a formula:

Ht x 10
RBC (mm?®)

VCM =
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e HCM

O HCM ¢ a concentracdo de hemoglobina por eritrécito. Para este calculo foi utilizado

os valores de hemoglobina total e contagem de eritrdcitos, segundo a formula :

[Hg] x 10

HCM = RBC (mm°)

e CHCM

A concentracdo de hemoglobina dentro do eritrocito é calculada pelo CHCM e para
isto foram utilizados os valores de hemoglobina total e de hematdcrito. Seu valor é dado em

porcentagem, segundo a férmula:

CHCM = [Hg ] x 100

Ht

4.7 Atividade da Acetilcolinesterase (AChE)

Os ensaios de atividade da AChE foram realizados segundo proposto por Ellman et al.
(1961), modificado para microplaca por Silva de Assis (1998). As amostras de musculos
foram homogeneizadas em tampéo fosfato 0,5 mM pH 7,0 centrifugadas a 12000 x g a 4°C
por vinte minutos, sendo o sobrenadante utilizado como fonte enzimatica. Este método se
baseia na taxa de producdo de tiocolina a partir de acetiltiocolina hidrolisada pela agdo da
AChE.

A reacdo é continuada pela reacdo do tiol formado com o ion 5:5-ditiobis-2-
nitrobenzoato (DTNB), formando ent&o o anion acido 5-tio-2nitrobenzoico (TNB) que possui

coloracgéo de cor amarela. A taxa de formacdo de TNB € mensurada a 412 nm por um periodo



39

de 5 minutos a uma temperatura de 30°C e a unidade expressada unidade de acetilcolina
hidrolisada por miligrama de proteina.

4.8 Enzimas do Estresse Oxidativo
4.8.1 Determinacao de Proteina Total

A quantificacdo da proteina total foi realizada segundo o método de Bradford (1976)
utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. As amostras de figado foram
diluidas em tampdo Tris-HCL 0,1M a pH 6,8 lidas a 595 nm em leitor de microplacas.

4.8.2 Atividade da Catalase (CAT)

Sua alta velocidade de reacdo desta enzima, associada juntamente a uma baixa
afinidade, permite a determinacdo de sua atividade com concentracGes elevadas de H,0, (10
mM). A atividade foi determinada pela velocidade de consumo da H,O; nos primeiros 15
segundos da reagdo, 240nm (e = 40 M-1 cm -1) (AEBI, 1984).

4.8.3 Atividade da Lipoperoxidacao Lipidica (FOX)

O ensaio de lipoperoxidacdo foi determinada pelo método FOX proposto por Jiang et
al. (1991), correspondendo a uma reacao de auto oxidacdo de lipidios (LH) que conduzem a
lipoperoxidacdo (LOOH). O ensaio da FOX se baseia na oxidacéo do Fe?* por LOOH em pH
4cido na presenca de um pigmento complexador de Fe** (Xilenol Orange). O complexo
formado pode ser quantificado pelo aumento de sua absorbancia em 560 nm sendo expresso

em nmol.g™* de tecido.

4.8.4 Atividade da Glutationa-S-transferase (GST)

A conjugacdo de GSH com o substrato clorodinitrobenzeno (CDNB) catalisada pela
GST produz um composto que pode ser detectado em 340nm. A atividade enzimaética é
proporcional a velocidade de produgdo do composto conjugado (Habig; Jakoby, 1981). A

GST é considerada um biomarcador de fase Il do metabolismo e de estresse oxidativo, e como
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tal pode ser utilizada para avaliar a ocorréncia de efeitos subletais em organismos expostos a

diversos contaminantes.

5. MODELO ESTATISTICO

Todas as analises dos testes subletais foram determinadas pelo programa R. A enzima
AChE, GST, FOX foram calculadas pelo Modelo geral linear com distribuicdo normal de
dados Two-way ANOVA seguido pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. A CAT foi
transformada por raiz quadratica para distribuicdo normal dos dados Two-way ANOVA

seguido pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Os dados hematologicos de Glicose, Hb, Htc, PPT, VCM, CHCM e HCM Two-way
ANOVA e quando necessario utilizou-se teste Tukey a 5% de probabilidade, ja Erit. seguiu-se

pelo modelo linear generalizado com distribui¢do negativa binomial e fungao de liga¢do “log”

6. RESULTADO E DISCUSSAO

6.1 Teste Agudo

6.1.1 Variaveis Fisico-Quimicas da Agua da CLs

Os valores dos parametros fisico-quimicos da agua durante o periodo de exposicdo da
toxicidade letal encontram-se descritas na Tabela 2. Houve diferenca (p>0,05) para a
temperatura, entretanto os valores obtidos no presente estudo encontram-se de acordo para a
espécie, pois segundo Marques; Calhaeiros (2013) em seu estudo com tuviras comercializadas
na regido do Mato Grosso, estes animais suportam uma variacdo em torno de 18°C de

temperatura, podendo habitar dguas entre 17 — 35°C.

O O.D mesmo estando abaixo do valor recomendado pela OECD (1992), ndo foi um
fator limitante para 0 comprometimento do experimento, pois a espéecie apresenta respiragdo
acessoria. Quanto ao pH ndo houve diferenca ( p>0,05 ) entre os tratamentos e 0S mesmos
também encontram-se de acordo com as exigéncias da espécie, 0 mesmo também foi

evidenciado nas concentraces de amonia.
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Houve diferenca nos tratamentos para a varidvel condutividade. Este parametro é
facilmente influenciavel pela quantidade de ions dissolvidos na 4gua. Um fator que pode
explicar a diferenca entre os tratamentos € a concentracdo de TRC nos diferentes tratamentos,
sendo assim os tratamentos com maiores concentracdes tendem a ter maiores valores de
condutividade.

Tabela 2 — Variaveis fisico-quimicas da agua nas diferentes concentragdes de Masoten® para determinacao da
CLsg em G. carapo.

Parametros Fisico-Quimicos

Tratamentos Temp. H oD Cond. Amonia
(mg LY (°C) P (mgLY)  (mScm)  (mg™L)
0 23.00°  7.50° 7.06%® 0.113¢ 0.0012
5 22.86°  7.50° 7.00%® 0.114° 0.0052
75 23.47° 7.44* 7.02%® 0.116% 0.0032
15 2327° 747 6.75° 0.119" 5012
225 23.18° 7467 69 0.121°¢ 0.0072
30 23.60°  7.42* 683" 0.122° 0.001°
375 24.70°  7.38 7.6 0.130° 0.005°
45 24.81° 7.39° 7.1 0.134° 0.0052

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

6.1.2 Concentracdo Letal Média (CLs)

Os resultados da mortalidade das tuviras expostos a diferentes concentracdes de
Masoten® estdo apresentados na tabela 3, onde as mortes iniciaram-se na concentracao de 5

mg L™, assim como mortes nas primeiras 24 horas de exposicao.
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Tabela 3 — Mortalidade de Gymnotus carapo em diferentes concentragdes de Masoten® para determinagéo da
CLso

Tempo de exposi¢cdo em horas

Tratamentos 24 48 72 96
(mg L™

0 0 0 0 0

5 0 1 0 4

7,5 0 0 2 4

15 2 2 6 2

22,5 6 2 3 0

30 6 4 1 0

37,5 7 5 - -

45 3 9 ] ]

Em ensaios de toxicidade sdo analisadas qualquer resposta apresentada pelo organismo
teste, estas respostas em animais aquaticos se dao pela letalidade, alteracdo comportamental

ou sobrevivéncia (Andrade et al., 2005; Ferreira, 2016).

Os sinais clinicos de intoxicagdes pelo triclorfon foram observados 2 horas apos a
inoculagdo em cada unidade experimental nas concentracdes de 45, 37,5 e 30 mg L™, onde
pode ser observado, natacdo erratica, concentracdo dos animais nas areas com aeracao,
espasmos musculares, perdas de escamas, lesdes epiteliais e agressividade (Figura 12), isto
deve-se ao fato da inibicdo da atividade da enzima AChE como evidenciado por Rodrigues
(1997) em seu experimento com Prochilodus scropha.

Para as demais concentracdes também foram observadas natacdo erratica e espasmos a
partir de 72 horas de exposi¢do exceto no grupo controle, onde néo foi evidenciado nenhum

dos sinais citados acima.
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Figura 12 — Evidéncias de lesBes e natacdo erratica em exemplares de tuvira (G. carapo) expostos a diferentes

concentragdes de Masoten®. Ferri, G. H 2018.

Estudos de toxicidade aguda de TRC tém sido muito realizados com diferentes
espécies de organismos aquaticos, tanto para vertebrados, como para invertebrados. A CLsg
24, 48, 72 e 96 horas determinada para G. carapo contaminados por Masoten® encontram-se

descrita na tabela 4.

Segundo Yoshimura; Endoh (2005), conforme ocorre a degradacdo do TRC na agua,
mais alta se torna sua toxicidade para 0s organismos aquaticos, tal fato se deve ao aumento da
concentracdo de seu metabdlito, o diclorvds. Afim dé-se evitar os efeitos indesejaveis de seu
metabdlito, o experimento foi mantido em um sistema semi-estatico, onde foi realizada uma

troca de agua ao longo de todo o periodo.

Tabela 4 — Valores obtidos na CLg, de G. carapo expostos ao Masoten® por 24, 48, 72 e 96 horas.

95 % Limite de confianga (mg L™)

Tempo (hrs) CL50mg L™ L. Inferior L. Superior
24 40. 65 23.21 58. 09
48 18.95 15. 02 22. 88
72 12.53 9.47 15.59
96 6.38 4. 47 8.30

E possivel analisar através da tabela 4, que com o aumento da variavel tempo, ha uma
diminuicdo da concentracdo necessaria de TRC para causar uma mortalidade de 50%. O
Masoten® que possui em sua formulagdo TRC, apresentou mais toxicidade para G. carapo do
que em outras formulacGes para diferentes espécies de organismos aquaticos como

representado na tabela 5.
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Tabela 5 — Valores da CLs, do triclorfon para outras espécies de vertebrados e invertebrados de agua doce.

Espécies CL50 %" Autores
Cyprinus carpio 15 mg/L Hashimoto et al. (1982)
Oryzias latipes 17,6 mg/L Yoshimura; Endoh (2004)
Colossoma macropomum 0,82 mg/L Rocha (2009)
Procambarus clarkii 0,73 mg/L Cebrian et al. (1991)
Piaractus mesopotamicus 0,19 mg/L Mataqueiro et al. (2008)
Cichlasoma uropthalmus 17,2 mg/L Flores; Vizcarra (2008)
Oreocrhomis niloticus 21,7 mg/L Alkahem et al. (1998)
Gymnotus carapo 6,38 mg/L Presente Trabalho

Segundo os dados citados na tabela 5, nota-se uma grande variacdo nos valores da
CL504g, variando de 0,19 mg L™ para Piaractus mesopotamicus (Mataqueiro, 2006) até 21,7

para a espécie mais cultivada Oreochromis niloticus (Alkahem et al., 1998).

Quando comparada com as demais espécies, G. carapo se mostrou mais sensivel a
ambiente contaminado por TRC do que as espécies de carpa comum (Cyprinus carpio),
tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), medaka (Oryzias latipes) e ao ciclideo americano
(Cichlasoma uropthalmus).

G. carapo também apresentou maior resisténcia quando comparado a embrides de
zebrafish, onde os mesmos apresentaram CL50 de 25,4 mg L™ quando submetidos a

contaminacdo por TRC (Coelho et al., 2011).

As variacdes de concentracdes nos diferentes animais podem estar associadas a dois
fatores sendo um deles o fator biético e o segundo abiotico. No fator bidtico a resposta
fisiologica de cada animal estd envolvida, entretanto o pH, um fator abiotico também
apresenta grande influéncia no grau de toxicidade do TRC, onde acidos favorecem a
estabilidade da molécula e pH alcalinos favorecem a degradacdo do TRC em diclorvos
(Giovanoli-jakubzak; Fitak; Chodkowski, 1971; da Rocha, 2009). Neste estudo o pH

manteve-se ligeiramente alcalino, entretanto esta variagdo ndo causou influencias relevantes
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ao resultado obtido, o fator que pode ter influenciado a manutencdo do pH foi a troca de agua
realizada.

6.2 Teste Cronico
6.2.1 Variaveis Fisico-Quimicas da Agua do Teste Cronico

Durante os 14 dias do teste cronico foram mensurados diariamente os valores de
Temp.; pH; O.D; e Cond. Os valores de amonia foram mensurados a cada dois trés dias a
partir da data de inoculacdo do Masoten®. Os valores obtidos ao longo dos 14 dias de teste

estdo descritos na tabela 6.

Durante os 14 dias de exposi¢do ndo houve diferengas (p<0.05) para a temperatura
ficando em torno de 25°C. Rotta (2004) em seu estudo apontou que tuviras podem ocorrer em
aguas com uma variacdo de 20 - 35°C, Pimentel-Souza et al. (1976) relata que estes animais
preferem aguas com uma temperatura em torno de 24°C. Neste estudo, no entanto

proporcionou uma faixa agradavel de cultivo aos animais.

Quanto ao O.D, devido aos locais onde habitam e sua respiracdo acessoria, estes
animais conseguem sobreviver em ambientes andxicos, segundo a regulamentacdo da OECD
(1992) este parametro é de suma importancia tendo de estar acima de 8 mg L™. No presente
trabalho manteve-se abaixo do valor estipulado para a OECD (1992) em torno de 6 mg L™,
ndo sendo, entretanto, um fator limitante devido aos animais suportarem ambientes com baixa

oxigenacéo.

Quanto aos demais pardmetros ndo ha mais estudos detalhando suas necessidades
fisioldgicas, Resende (1999) capturou exemplares de tuvira com pH variando de 4.9 — 6.8,
segundo este resultado, os dados obtidos de pH no atual trabalho apresentaram-se dentro do
normal para a espécie, assim como para condutividade onde o mesmo autor mostra tuviras

sobrevivendo em um espectro muito grande, variando entre 18 — 117 mS cm.

Todos os tratamentos apresentaram valores maiores ao descrito por Resende (1999),
Silva et al. (2003) por sua vez, descreveu a ocorréncia de tuviras em um faixa ainda maior de
condutividade variando de 20 — 635 mS cm. O tratamento com 0.438 mg L™ que diferiu
significativamente dos demais tratamentos, apresentando o menor valor quando comparado

ao0s outros grupos.
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Dados sobre amonia sdo escassos para a espécie de estudo, no entanto ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos estando todos dentro dos limites aceitaveis ao

cultivo de peixes.

Tabela 6 — Parametros fisico-quimicos da qualidade de dgua durante a exposicao cronica em G. carapo exposto a
diferentes concentracdes de Masoten®.

Parametros Fisico-Quimicos

Concentragio mg L™ Temp. pH 0o.D Cond. Amonia
0.0 25.31+0.71* 7.36+£0.29% 6.60+0.71% 0.566+0.04% 0.06+0.06°
0.238 25.33+0.78% 7.43+0.20% 6.54+0.54% 0.488+0.07% 0.03+0.01°%
0.438 24.86+0.73% 7.64+0.13% 6.74+0.68% 0.160+0.06° 0.04+0.01°
0.638 25.62+0.75% 7.30+0.37% 6.41+0.66°% 0.372+0.05% 0.03+0.01°%

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05). Médias* Desvio
Padréo.

6.2.2 Perfil Hematoldgico

Os valores hematoldgicos durante a exposicdo cronica pelo periodo de 7 e 14 dias

encontram-se dispostos na tabela (7).
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Concentragéo

Variaveis Sanguineas

Triclorfon (mg L) 7 dias
Htc (%) PPT Hb (gdL) Erit. (x10°L) CHCM (gdL) VCM (fL.) HCM (pQg) Glicose (mg dL)
0.0 42.0+5.3% 48+05° 20.2+35° 397+03° 48.5+ 6.1 108.3+ 20.6° 52.3+10.5° 73.6+ 6.6 °
0.238 36.0£5.2% 4.7+0.3% 16.7£3.8% 3.29+0.1°% 45.9+ 8.4 110.9+ 16.1° 50.1+7.1° 95.0+ 12.3"
0.438 36.0+3.6° 4.4+0.1° 151+24% 2.45+04° 42.2+ 4.6 154.6+ 30.6° 64.3+ 10.4° 83.8+12.6°
0.638 38.0+2.1% 45+04% 155+2.0% 3.18+0.1° 40.9+ 4.0 122.3+13.6° 50.3+10.1°% 88.7+4.6°
Variaveis Sanguineas

14 dias
0.0 42.0+29% 45+0.1% 16.1+19% 3.79+06° 38.3+ 3.2 156.0+ 29.3° 60.0+ 14.5° 97.6+5.3°
0.238 40.0+1.6% 4.3+0.1% 20.9+40° 3.42+0.7° 524+ 3.2 119.0+ 24.5° 62.4+ 13.0° 98.1+3.0 °
0.438 36.0+2.3° 45+0.2% 16.0+3.6% 2.60+0.4" 44,0+ 7.7 141.3+ 23.6° 63.4+ 20.6° 99.2+12.2°
0.638 42.0+2.0% 44+03* 147+24% 296+0.3" 34.3+ 5.6 144.0+ 16.3° 49.6+8.3° 98.8+1.7 °

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05). Htc = Hemat6crito; PPT = Proteina Plasmética Total; Erit. = Eritrécitos; CHCM
= Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média; VCM = VVolume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média. Médias+ Desvio Padrao.
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Os parametros hematoldgicos estdo sendo cada vez mais utilizados nos estudos
toxicologicos, pois sdo considerados como auxiliares na avaliacdo dos efeitos de um agente
gerador de estresse (Queiroz, 2012; Corral, 2014), através de seus indices hematimétricos.
Segundo Heath (1995) a exposicdo a poluentes pode ocasionar um aumento ou diminuicao
dos parametros hematoldgicos, mediante a isto os estudos hematol6gicos sdo importantes para
ensaios toxicologicos (Sampath et al., 1993).

Os resultados obtidos nos primeiros 7 dias sugerem diferenga entre os tratamentos e o
grupo controle, ou seja, observa-se que embora a diferenca ndo tenha sido significativa, é
evidente que o grupo controle respondeu ao ambiente laboratorial em que foram submetidos,
ocasionado pelo estresse de aclimatacdo, trocas de agua e disputa por alimento. Este é um
indicativo de que os animais responderam positivamente ao agente estressor, pois seu sistema
fisioldgico foi ativado, elevando sua capacidade respiratoria e defesa, sendo demonstrado pelo
aumento no numero de eritrocitos (Erit.), hemoglobina (Hb) e hematocrito (Htc), ao mesmo

tempo em que os valores de glicemia demonstraram a auséncia de estresse.

Nos grupos submetidos ao tratamento com o TRC demonstraram menor resposta com
relacdo a elevacdo da capacidade respiratoria e aumento da glicemia sugerindo estresse
decorrente da exposicdo ao TRC. Mesmo ndo havendo diferencas estatisticas para os valores
de Htc entre os tratamentos, este resultado pode estar associado a um efeito do TRC sobre a

capacidade osmoregulatoria dos animais, inibindo assim sua resposta fisioldgica.

O oprincipal fator que altera os parametros sanguineos € o desequilibrio
osmorregulatério, podendo assim causar uma hemoconcentracdo ou hemodiluicdo (Pimpao,
2006). Chandrasekara; Pathiratne (2005), submeteram carpas comum (Cyprinus carpio) a
baixas concentracBes de TRC (0.25 e 0.5 mg L™) e evidenciaram que os valores de

hematécrito ndo diferenciaram do controle.

Em seu trabalho Tavares-Dias et al. (1999b) utilizando Piaractus mesopotamicus
submetidos a 0.4 mg L™ de TRC evidenciou a reducéo do nivel de Erit. assim como da taxa
de Hb. Ja Sampath et al. (1993), utilizando Oreochromis mossambicus e Ranzani-Paiva
(1987) com Cyprinus carpio evidenciaram o aumento da taxa de Hb e de Erit. Mataqueiro
(2002) verificou o aumento dos Erit. Em Piaractus mesopotamicus expostos por 8 dias ao OF

metil-paration.
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O perfil hematoldgico apo6s 14 dias apresentou resposta diferente do perfil de 7 dias,
provavelmente, pela interferéncia do estresse decorrente do préprio ambiente laboratorial e do

manejo durante 0 experimento.

No segundo periodo, ap6s 14 dias, observa-se que a glicemia demonstra estresse em
todos os grupos, incluindo no grupo controle. Nesta segunda fase, observa-se que 0 grupo
controle ndo demonstra capacidade de resposta respiratoria, assim como 0s grupos tratados
com maiores concentracdes, sendo diferente no tratamento 0.238 mg L™ que apresentou
aumento de eritrécitos, hemoglobina e hematdcrito. A exposicao a esta baixa concentragao de
TRC deve ter favorecido a resposta dos animais, mesmo com o estresse submetido durante o
experimento. Dados semelhantes foram encontrados por Aguiar; Correa e Moraes, (2000)
onde Brycon cephalus expostos ao methyl-parathion por 4 horas apresentaram elevacdo dos

valores de hemoglobina nas menores concentrages.

Diante deste resultado, duas possiveis hipéteses podem ser construidas. A primeira
hipdtese consiste na de que 0 TRF manteve efeito inibitorio dos tratamentos 0.638 e 0.438 mg
L, entretanto este efeito ja ndo foi observado para os animais expostos a 0.238 mg L™.Outra
hipo6tese surge quando comparamos a diferenca estatistica que houve no grupo controle, pois
clinicamente os animais ja& mantinham seus parametros igual aos dos grupos tratados com
0.438 ¢ 0.638 mg L™.

Este resultado pode ter sido ocasionado pelo estresse cronico que o grupo sofreu, pois
0S animais encontravam-se em aquarios de vidro, ndo havia esconderijos para minimizar
brigas, assim como a propria luminosidade pode ter sido um fator estressor. Isto explicaria o
fato do grupo controle ter tido um resultado elevado de glicose no dia 14 quando comparado

ao primeiro dia, mesmo ndo havendo diferencas estatisticas.

Em seu estudo Agrahari et.al (2007), expos o peixe Channa punctatus a 0.96 e 1.86
mg L™ de monocrotophos (OF) por um periodo de 15 e 60 dias e observaram a diminuigdo dos
niveis de glicose, este mesmo padrdo também foi constatado por Venturini (2010) em seu

trabalho com pacus.

Tal padrédo nédo foi observado neste estudo, o aumento significativo do grupo controle
pode estar associado a algum estresse exposto anteriormente a realizacéo do trabalho tal como
pesca manuseio ou temperatura (Urbinatiet al., 2004), a temperatura manteve-se estavel

durante todo experimento, descartando-se assim esta como fator estressor. Em contrapartida
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todos os tratamentos apresentaram aumento apds o final do periodo experimental, podendo
este estar relacionado a dieta dos animais ao longo do periodo de exposic¢éo ou sobre possiveis

efeitos do TRC nos organismos.

Quando comparada aos niveis de glicose de tuviras de isqueiros do Mato Grosso do
Sul, sem exposi¢do a nenhum contaminante (Ventura et al., 2018) o presente estudo com
tuviras oriundas do Estado de S&o Paulo, apresentou valores mais altos de glicose, o que pode
ser um indicativo da acdo do TRC nos niveis de glicose dos animais.

Ferreira (2016) avaliou o perfil hematoldgico de tambaquis sob influencia do TRC, e
constatou 0 aumento dos indices CHCM e HCM em relagdo ao controle, entretanto ndo houve
diferencas para 0 VCM. Rocha (2009), também avaliou tambaquis contaminados por TRC,
entretanto ndo constatou diferencas significativas nos indices CHCM, HCM e VCM dos
grupos expostos em relacdo ao controle. O aumento do CHCM do grupo 0.238 em relagdo ao
controle e ao grupo 0.638 mg L™ nos mostra que houve uma compensacao do transporte de O,

corroborando o0 aumento de Hb deste grupo.

Os dados obtidos neste trabalho estdo de acordo quando comparado aos resultados
obtidos por Rocha (2009), onde os valores de HCM e VCM ndo diferenciaram

significativamente.

6.2.3 Atividade da Acetilcolinesterase (AChE)

As atividades enzimaticas da AChE de G. carapo expostos a diferentes concentragdes

do Masoten® em um periodo de 7 e 14 dias , encontram-se dispostas no gréafico (1).

Foi possivel observar que a exposicdo por um periodo prolongado de 7 dias ao
Masoten® ocasionou um decréscimo na atividade enzimatica (p<0,05) dos grupos 0.638 e
0.438 mg L™ em relacdo ao grupo controle, todavia o grupo 0.238 mg L™ nio apresentou
diferenca significativa quando comparado ao controle.

Quando analisado apenas as diferentes concentracfes de TRC, o grupo exposto a
0.638 mg L™ diferiu significativamente do grupo 0.238 mg L™, mas néo diferiu de 0.438 mg
L, assim como quando comparados entre si, 0.438 e 0.238 mg L™ ndo se difeririam (p>0,05).
Em 14 dias de exposicdo foi possivel evidenciar diferengas significativas entre o grupo

controle quando comparado ao grupo 0.638 mg L™, o que ndo foi possivel ser evidenciado nas
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demais concentragdes. Quando comparadas, as diferentes concentracbes do Masoten®
(principio ativo TRC) ndo apresentaram diferencas (p<0,05) na inibi¢do da AChE.

Gréfico 1 — Atividade da AChE na exposicdo crénica em G. carapo exposto a diferentes concentrac@es de
Masoten® em um periodo de 7 e 14 dias.
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A AChE vem sendo utilizada como marcadora de intoxicacdo por OFs a muito tempo
em diversos estudos, tais como o de Guimaraes; Silva de Assis; Boeger (2006), que avaliaram
os efeitos do TRC sobre sua atividade em Oreochromis niloticus, e encontraram que nas
primeiras 4 horas de exposi¢cdo a 0.25 ppm ndo houve diferenca entre 0s animais expostos
quando comparados ao grupo controle, entretanto a partir de 8 horas ja foi possivel evidenciar

diferencas significativas, onde esta diferenca se manteve nas 96 horas de experimento.

Os resultados encontrados por Guimaraes; Silva de Assis; Boeger (2006) corroboram
com os encontrados do presente estudo, onde todos os tratamentos apresentaram diferencas

quando comparados ao grupo controle nos primeiros 7 dias de exposigéo.

Segundo Silva de Assis et al. (1993) apos sua inibicdo, a AChE pode permanecer por
até 30 dias inibida quando exposta a uma dose Unica, entretanto, o padréo apresentado por G.
carapo foi diferente do trabalho descrito acima, pois em 14 dias de exposi¢cdo continua, 0s
grupos que receberam diferentes concentracbes de TRC, ja ndo apresentavam diferencas
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significativas nas atividades enziméticas, porém ainda permaneciam com atividades menores

que o grupo controle.

A recuperacdo da atividade enzimatica de G. carapo pode estar associada a dois

fatores, sendo um abiotico e outro fator biético.

Quanto ao fator abidtico, a degradacdo do produto pode ter auxiliado na recuperagdo
da atividade enzimatica da AChE, pois segundo Lopes et al. (2006) a duracdo do TRC € de
aproximadamente 57 horas, entretanto com sua degradacdo, hd o surgimento de seus
metabdlitos, sendo um deles o diclorvos sendo este também um inibidor da AChE (DAS,
2013), entretanto outros metabolitos ndo estdo bem elucidados até o0 momento.

Outro fator envolvido, sendo este bidtico pode estar associado a maior atividade
enzimatica da AChE devido ao fato da tuvira pertencer a um grupo de peixes elétricos, com
capacidade de gerar pulsos com cerca de 5 V. Estes sdo produzidos em células musculares
diferenciadas que sdo conhecidos como 6rgao de descarga elétrica (Albert; Crampton, 2001;
Lovejoy et al., 2010).

Segundo Fernandes-Souza et al. (1979), a descarga elétrica pode ser produzida por
células diferenciadas no musculo ou neurdnios especializados. Os 6rgaos elétricos derivados
de células musculares sdo denominados de miogénicos. Devido ao fato dos representantes do
grupo Gymnotidae apresentarem esta capacidade, a recuperacdo da atividade enzimatica
mesmo estando em exposicdo prolongada em concentracfes baixas, pode estar associadas a
uma maior producdo da enzima AChE.

Em seu estudo Rao (2004), relatou que a atividade da AChE muscular de Oreochromis
mossambicus apresentou uma recuperacdo completa cerca de 13 dias apds a exposicdo de
curta duracdo (96 horas) a 3 diferentes OFs. O presente trabalho ndo apresentou periodo de
recuperacdo dos animais, entretanto, apds o término da exposi¢do houve uma recuperagdo da
atividade da enzima, corroborando com a hipétese da atividade enzimatica estar associada ao

fato da producéo de impulsos elétricos.

6.2.4 Enzimas do Estresse Oxidativo

De modo geral os xenobioticos sdo uma das principais fontes de EROS (espécies

reativas de oxigénio) no sistema bioldgico. Em concentracbes denominadas como
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fisiologicas, sdo moléculas essenciais para a homeostase do corpo (Droge, 2002). Todavia, a
exposicdo de poluentes, pode gerar o desequilibrio celular entre os niveis antioxidantes e pro-
oxidantes, levando assim a uma sobreposi¢cdo de agentes pro-oxidantes (Sies, 1991), levando

ao inicio do processo de estresse oxidativo.

6.2.4-1Glutationa-S-Transferase (GST)

As atividades enzimaticas da GST dos animais expostos a diferentes concentra¢des do
Masoten® pelo periodo de 7 e 14 dias , encontram-se dispostas no gréafico (2).

Durante os primeiros 7 dias de exposicdo ndo foi possivel evidenciar diferencas
(p<0,05) entre os tratamentos quando comparados ao grupo controle. Ap6s 14 dias de
exposicdo continua ao TRC, o grupo controle apresentou diferenca significativa quando
comparado aos grupos 0.238 e 0.438 mg L™ , entretanto 0s mesmos tratamentos n&o
diferenciaram-se entre si. O tratamento com a maior concentracéo de TRC (0.638 mg L™) ndo
apresentou diferenca ao grupo controle, assim como apresentou diferenca significativa aos
grupos 0.238 e 0.438 mg L™

Gréfico 2 — Atividade especifica da GST na exposic¢ao crénica em G. carapo exposto a diferentes concentracfes
de Masoten® em um periodo de 7 e 14 dias.
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A GST é uma enzima da fase Il da biotransformacdo e vem ganhando espaco como
biomarcadora enzimatica a exposi¢do de xenobidticos (Cortella, 2010), desempenhando um
papel fundamental em processos de desintoxicacdo por catalisar a conjugacdo da GSH,

facilitando assim sua excrecao.

Isik; Celik (2008) reportam dados para GST do figado de truta arco-iris contaminadas
por diazinon e methyl parathion (MP), onde os animais contaminados a 0.5 ppm apresentaram
reducdo quando comparados ao controle para MP, entretanto para diazinon houve um
aumento a esta mesma concentragdo. J& a 1.0 ppm para MP houve aumento dos valores e para

diazinon os niveis ndo se mostraram diferentes em relacédo ao controle.

Monteiro et al. (2006) avaliando o estresse oxidativo de Brycon cephalus exposto a
Folisuper 600® (MP) evidenciaram um aumento significativo dos valores da atividade da
GST no figado dos animais expostos a 2 mg L™ quando comparados ao grupo controle. Narra
et al. (2017) em 15 dias de exposicéo por clorpirifés e monocrotophos em Clarias batrachus
evidenciaram um aumento nos niveis de GST ao longo do experimento nos dois

contaminantes quando comparados ao grupo controle.

A elevacdo da GST também foi evidenciada em O. niloticus expostas a diazinon (Uner
et at., 2007). O aumento da GST nos tratamentos 0.238 e 0.438 mg L™ no tecido hepético
pode estar associado ao desenvolvimento de um sistema de defesa afim de neutralizar os
efeitos do TRC contra o pesticida. O aumento de sua atividade indica o0 processo de

desintoxicacao.

6.2.4- 2. Atividade da Lipoperoxidacao Lipidica (FOX)

As atividades enzimaticas da FOX dos animais expostos a diferentes concentra¢fes do
Masoten® pelo periodo de 7 e 14 dias , encontram-se dispostas no gréafico (3).

O valor obtido pela atividade da FOX durante a primeira coleta apresentou diferenca
significativa apenas para o tratamento 0.238 mg L™ quando comparado aos demais

tratamentos, 0 que se manteve até o dia 14.
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Grafico 3 — Atividade especifica da FOX na exposicao cronica em G. carapo exposto a diferentes concentragdes
de Masoten® em um periodo de 7 e 14 dias.
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A hiperatividade da colinesterase apds a inibicdo da AChE induz aos efeitos EROS no
sistema bioldgico, 0 que por sua vez leva a peroxidacdo lipidica Slaninova et al.; 20009;
(Lushchak, 2016). Acredita-se que a peroxidacdo lipidica possa ser a primeira etapa dos danos

a membrana ocasionados por um xenobiotico (Hazarika et al., 2003).

Monteiro et al. (2006) nao evidenciaram diferencas significativos na FOX em figado
do brycon cephalus expostos a 2 mg L™ de MP. Esse mesmo padrdo foi observado por
Thomaz et al. (2009) avaliando a funcdo cardio-respiratéria de O. niloticus em 0.5 mg L™.

Raibeemol e Chitra (2018) avaliando Pseudetroplus maculatus também evidenciaram

um aumento significativo da FOX em relag&o ao grupo controle

O presente trabalho apresentou um padréo diferente aos demais, onde apenas 0 grupo

0.238 mg L™ se mostrou valores muito menores quando comparado aos outros tratamentos.

Tais dados ndo corroboram aos dados obtidos na enzima GST, onde o grupo
apresentou valores elevados o que indica que o mecanismo antioxidante estava ativado,
podendo este resultado de peroxidagéo lipidica estar associado a algum fator exdgeno ao
tratamento com TRC ou até mesmo a alguma falha na replicata biologica utilizada.
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6.2.4-3. Atividade da Catalase (CAT)

As atividades enzimaticas da CAT dos animais expostos a diferentes concentragdes do

Masoten® pelo periodo de 7 e 14 dias , encontram-se dispostas no gréafico (4).

Observou-se que ao término do sétimo dia de experimento apenas o tratamento 0.638
mg L™ apresentou diferenca (p<0.05) quando comparado aos tratamentos. Ao final do dia 14
ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos. Entretanto quando comparamos 0s
dias 7 e 14 foi possivel notar diferencas (p<0.05) nos tratamentos controle e 0.238 mg L™,
onde um aumento acentuado ao final do periodo experimental foi notado.

Gréfico 4 — Atividade especifica da CAT na exposicao crénica em G. carapo exposto a diferentes concentracdes
de Masoten® em um periodo de 7 e 14 dias.

dia_14 dia_7
151 )

E
=
[
r
510
3
< . ]
B .
= .
E . .
2 5
= *
)
= ‘ .
<
=
Z ] .
= W

0.238 0.438 0.638 0 0.238  0.438 0.638 0

Concentraciao de TRC

A CAT exerce um grande papel na defesa antioxidante primaria, onde exerce dupla
funcdo tais como: decomposicao do peroxido de hidrogénio (H,0,) em agua e oxigénio (H,O

+ O,), assim como a oxidacdo de compostos hidrogenados (Aebi, 1984; Cogo et al., 2009).
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Devido sua importancia, a CAT se torna uma das principais enzimas para 0
monitoramento, por apresentar elevada quantidade quando um determinado organismo se

encontra em estresse oxidativo (Lam et al., 1995; Cogo et al., 2009).

No estudo realizado por Narra et al. (2017) utilizando uma espécie de catfish (Clarias
batrachus) em ambiente contaminado pelos OFs clorpirifés e monocrotophos em
concentracdes de 1.65 e 2.14 mg L™ respectivamente, observaram um aumento significativo
da atividade da CAT apds um periodo de 15 dias de exposicdo, entretanto apos 30 dias de

recuperacgdo seus niveis ja haviam se reestabelecido.

Dados semelhantes a este também foram encontrado por Monteiro; Rantin; Kalinin
(2009), onde foi possivel notar um aumento da atividade da CAT no Brycon cephalus quando

exposto ao MP.

O estudo realizado com espermatozoides de Salmo coruhensis por Kutluyer et al.
(2017) retrata que a intoxicacdo pelo OF clorpirifés também apresentou um aumento

significativo das atividades da CAT quando comparados ao grupo controle.

Estes resultados corroboram aos encontrados no presente estudo, onde a dosagem de
0.638 mg L™ de TRC apresentou um aumento da atividade da CAT ao grupo exposto. Tal fato
pode estar associado a uma resposta do animal ao aumento da geracdo de EROS acometido a

intoxicacdo por TRC.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados evidenciados neste estudo, conclui-se que a espécie Gymnotus
carapo conhecido popularmente como tuvira, apresenta potencial como bioindicador de
ambiente contaminado por Masoten®. Quando comparada a tilapia, a tuvira apresentou um
CLso menor, com valor de 6.38 mg L™. O perfil hematolégico de tuviras se apresentou muito
semelhante aos demais peixes tratados com doses subletais de TRC, entretanto mostrou-se
mais eficiente nos primeiros 7 dias de exposi¢do. O tratamento com TRC mostrou inibigcdo da
atividade da AChE em tuvira (G. carapo), entretanto diferentemente dos demais estudos, os
animais apresentaram uma recuperacdo da atividade enzimatica ao final do periodo
experimental. Pode ser visto que o TRC ocasiona estresse oxidativo nos animais expostos. E
recomendada a utilizacdo da espécie Gymnotus carapo como bioindicador de qualidade em
ambientes contaminados por TRC, entretanto o maior entrave vem sendo o desenvolvimento
de técnicas que possibilitem a reproducéo de tuviras em cativeiro, pois sem isso torna inviavel
sua utilizagdo. Os dados obtidos neste trabalho demonstram a importancia para futuras
pesquisas utilizando outros xenobidticos, assim como reforca os estudos da reproducdo de

tuviras, uma espécie nativa com grande potencial como bioindicadora.
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Mércia Mayumi Ishikawa
Embrapa Meio Ambiente

AUTORIZAGAO PARA A REALIZAGAO DE ATIVIDADES DE ENSINO OU DE
PESQUISA CIENTIFICA

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo da atividade da
acetilcolinesterase em Gymnotus sp. na presengca do Triclorfon (Masoten®)”,
registrada com o n°® 006/2017, sob a responsabilidade de Marcia Mayumi Ishikawa
que envolve a produgédo, manutengao ou utilizacédo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Embrapa Meio Ambiente,

em reunido de 18/09/2017.

Finalidade ( )Ensino  (X)Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizagao 01/05/2017 a 01/04/2021
Espécie/linhagem/raca Gymnotus sp.
N° de animais 200
Peso/ldade 60 a 200 g/ Juvenil
Sexo Machos e fémeas B B
Origem Cultivo/lsqueiro (estabelecimentos comerciais que
compram tuviras de pescadores que possuem
autorizagao legal para pesca e comercializagao de
D iscas-vivas)
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Coordenadora da CEUA Secretério da CEUA
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