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RESUMO

A diversidade no uso e ocupacédo do solo também resulta em diferentes efeitos
interligados nos ambientes, muitos deles negativos. Como exemplo, temos 0 uso
continuo de terras para a agricultura em que a utilizacdo massiva de agrotéxicos
dispensa grandes quantidades de compostos quimicos na agua por meio da
lixiviacdo. A presenca destes compostos na agua causa reacdes adversas nos
organismos. Esses efeitos podem ser dimensionados por meio da quantificacéo
enzimatica de enzimas do metabolismo energético e sistema antioxidante,
mensuracao da reacao de lipoperoxidacao e atividade de colinesterases. Para
tanto, espécies nativas e com potencial econémico sdo de boa aceitacao para
tais estudos. Em nosso caso, a espécie nativa Rhamdia quelen foi utilizada para
os testes de biomarcadores ambientais. As aguas de riachos da regido oeste do
Parana foram utilizadas, sendo coletadas amostras de aguas de um riacho
considerado impactado (Rio Tormenta) e outro considerado preservado por estar
localizado dentro do Parque Nacional do Iguacu (Rio Manoel Gomes). Ovdcitos
de R. quelen foram fertilizados nestas aguas e acompanhados por 12h, 24h, 48h
e 72h de desenvolvimento. Nestes tempos de experimentacdo, um pool de
organismos foi amostrado, devidamente acondicionados para posterior analises
do metabolismo energético, sistema antioxidante, estresse oxidativo e atividade
da enzima colinesterase. Os animais desenvolvidos em agua do rio referéncia
apresentaram inducdo do metabolismo aerdbico nas primeiras 24 horas de
desenvolvimento e drastica reducado entre 48 e 72h horas. No mesmo periodo
observou-se producdo de lipoperoxido e modulacdo do sistema de defesa
antioxidante. Foram encontradas alteracfes das atividades enzimaticas do
metabolismo energético (HK, PFK, LDH, CS, MDH) e do sistema de defesa
antioxidante (CAT, GPX, GR, GST) nos animais desenvolvidos com agua do rio
considerado impactado em relacéo do rio referéncia. Além disso, caracteristicas
de contaminacdo por composto anticolinesterasicos como organofosforados e
carbamatos, como a inibicdo de enzimas colinesterases. Os efeitos causados
por agrotoxicos presentes em concentracdes-traco em aguas de riachos podem
ser diversos. Locais com utilizacdo constante desses compostos podem

desencadear efeitos deletérios de organismos em estagios iniciais de
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desenvolvimento e alteram atividades enzimaticas metabdlicas e de defesa do

organismo.

Palavras-chave: uso e ocupacéo do solo, pesticidas, sistema antioxidante,
metabolismo energético, lipoperoxidacao

ENERGETIC METABOLISM, ANTIOXIDANT SYSTEM AND RHYDIA QUELEN
EGG AND LARVA CHOLINESTERASE ACTIVITY: DEVELOPMENT IN RIVER
WATERS WITH DIFFERENCES IN USE AND SOIL OCCUPATION

ABSTRACT

The diversity in land use and occupation also results in different interconnected
effects on the environments, many of them negative. As an example, we have
the continuous use of land for agriculture in which the massive use of pesticides
dispenses large quantities of chemical compounds in water through leaching. The
presence of these compounds in the water causes adverse reactions in the
organisms. These effects can be measured by enzymatic quantification of
enzymes in the energy metabolism and antioxidant system, measurement of the
lipoperoxidation reaction and cholinesterase activity. Therefore, native species
with economic potential are well accepted for such studies. In our case, a native
species Rhamdia quelen was used for the testing of environmental biomarkers.
The waters of streams in the western region of Parana were used, being collected
from the waters of a stream considered impacted (Rio Tormenta) and another
stream considered preserved because it is located within the Iguagu National
Park (Rio Manoel Gomes). R. quelen oocytes were fertilized with water and
followed for 12h, 24h, 48h and 72h in development. In these times of
experimentation, a pool of organisms was sampled, properly packed for further
analysis of energy metabolism, antioxidant system, oxidative stress and
cholinesterase enzyme activity. Animals developed in river water reference the
induction of aerobic metabolism in the first 24 hours of development and a drastic
reduction between 48 and 72 hours. In the same period, lipoperoxide production
and modulation of the antioxidant defense system were observed. Changes in
the enzymatic activities of energy metabolism (HK, PFK, LDH, CS, MDH) and of
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the antioxidant defense system (CAT, GPX, GR, GST) were found in animals
developed with water from the river considered impacted in relation to the
reference river. In addition, the characteristics of contamination by
anticholinesterase compounds such as organophosphates and carbamates, such
as the inhibition of cholinesterase enzymes. The effects caused by pesticides
present in trace gifts in stream waters can be diverse. Sites with constant
compound use can trigger deleterious effects of organisms in early stages of

development and alter metabolic enzyme activities and defense of the organism.

KEYWORDS: land use and occupation, pesticides, antioxidant system, energy

metabolism, lipoperoxidation
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1. INTRODUCAO GERAL

O sucesso na produtividade agricola brasileira € acompanhado pelo uso
exacerbado de agrotoxicos (REBELO et al., 2010). A aplicacdo excessiva de
compostos quimicos no meio ambiente, tem por consequéncia as
contaminagBes dos sistemas atmosféricos, aquaticos e terrestres (SINGH E
WALKER, 2006).

Por meio do processo de lixiviagdo, constantemente ocorre a dispensagao
de xenobidticos (agentes estranhos ao organismo), como 0s agrotoxicos, em
corpos d’agua. Contaminacdes devido a presenca de agrotoxicos no ambiente
afetam o estado da saude de individuos e, por conseguinte podem diminuir o
fitness de uma populagcédo (BURIGO, 2016), promovendo o declinio populacional
e afetando especialmente os estagios iniciais de desenvolvimento, culminando
em maior risco de mortalidade em estagios posteriores (EDER et al., 2006).

Locais de intenso uso e ocupacao das terras pela agricultura tendem a
ser areas de potencial contaminacéo as espécies (MAURICE et al, 2013). Como
exemplo, pode-se citar a regido oeste do Parana, que possui extensas areas
reservadas para o cultivo agricola. Areas como essa s&@o exemplos da
necessidade de investigacdo dos efeitos deletérios causados em organismos
ndo-alvo, tais como avaliacdo de danos celulares em &cidos nucleicos,
fosfolipidios e proteinas em peixes expostos a &guas contaminadas
(GRINVENNIKOVA E VINOGRADOV, 2006; VALKO et al., 2006). Os processos
a serem investigados podem ser caracterizados pela quantificacdo das
modulacdes nas atividades enzimaticas como também por meio da detec¢édo dos
danos fisiolégicos (HALLIWEL E GUTTERIDGE, 2015).

A utilizacao de espécies de peixes nativos, com potencial econébmico em
ascensdo, pode demonstrar os efeitos diretos dessas contaminacfes. Além
disso, podem indicar a populacdo humana o risco associado a integracéo desses
peixes a dieta alimentar. Para tanto, Rhamdia quelen é um util bioindicador, pois
€ uma espécie nativa epromissora no mercado consumidor (CARNEIRO, 2004;
ZABONI-FILHO, 2004;).

Diante do exposto, 0 presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos
metabolicos da exposicdo de embrides de Rhamdia quelen as aguas de dois
riachos com diferencas de uso e ocupacao de solo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EVOLUCAO DO USO E OCUPACAO DO SOLO NO BRASIL

A evolugdo do uso e ocupagao do solo no Brasil se deu de forma
gradativa. A partir da Lei das Terras de 1850, as mesmas passaram do uso
comum a devolutas, podendo ser utilizada para interesses pessoais (BRASIL,
1850, p. 307).

A mudanca da legislacdo transformou a situacdo da época, beneficiando
principalmente os grandes latifundiarios com a possibilidade de grande producéo
de café. Outros, ainda, compravam grandes propriedades e depois revendiam
em lotes para pequenos agricultores. Isso facilitou a expanséo da ocupacao do
territdrio nacional (GASPAR, 2005).

Enquanto a exploragdo das terras no campo era feita de forma
acentuada, as cidades cresciam, principalmente em torno de areas com maior
possibilidade de utilizacdo de recursos hidricos, garantindo assim a expansao
econdmica (MMA, 2006). No entanto, a competicao pelos recursos naturais (solo
e agua) aumentou, criando cada vez mais efeitos interligados entre a populacao
humana e o ambiente natural (GASPAR, 2005). A caracterizacao do uso do solo
pode ajudar nos esforcos para detectar tais efeitos. No Brasil, € possivel notar
um cenario heterogéneo em relagdo as paisagens. A agropecuaria por exemplo,
ocupa 27% do territério, enquanto 23% das terras sdo consideradas devolutas e
14% do total para conservacao (fig. 1, IBGE, 2014).
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Figura 1. Mapa demonstrando a cobertura e uso da terra no territério brasileiro.

Fonte: Instituto Brasileiro de Geoestatistica (IBGE).

Em relagdo a essas distingdes do uso das terras, o estado do Parana se

destaca com uso da atividade agricola como principal setor econdmico. A

agricultura ocupa um espaco de cerca de 73,2% do total (Fig. 2; SEMA, 2004),

principalmente na porcéo oeste paranaense, que é uma das mais importantes e

rentaveis do pais nesse ramo.
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Fatores extrinsecos contribuem para que a agricultura seja fortemente
consolidada na regido oeste do Parana, como o solo, classificado como
Latossolo Bruno Distrofico de textura argilosa; e o clima, que apresenta
temperaturas moderadas, com chuvas bem distribuidas, verdo com altas
temperaturas e inverno praticamente sem geadas (ICHIBA, 2005; MELO et al.,
2007).

O sucesso na produtividade atual constantemente vem acompanhado
pelo excesso do uso de agrotoxicos e extragdo da mata ciliar fora dos padrdes
legais. A soma desses fatores com o cultivo intenso pode resultar em excesso
de lixiviacao, promovendo o despejo de residuos de produtos quimicos na agua,
gerando alteracdes na sua qualidade e afetando organismos nao-alvo (MMA,
2017). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 1996) alerta sobre os efeitos
deletérios dos grupos quimicos dispensados nos solos.

2.2 USO DE AGROTOXICOS

Agrotéxicos sado considerados os produtos utilizados para producéo
agricola, cuja funcdo € evitar a acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos, podendo ser utilizados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores
e inibidores de crescimento (BRASIL, 1989). Segundo a ANVISA (2011) séo
classificados como “ingredientes ativos com elevado grau de toxicidade aguda
comprovada e que causam problemas neuroldgicos, reprodutivos, de
desregulacdo hormonal e até cancer [...]". Os agrotdxicos podem ser divididos
em grupos funcionais, sendo eles: inseticidas, fungicidas e herbicidas

(WHO,1990).

2.2.1 Inseticidas

Dentre o grupo dos inseticidas estdo os organofosforados, carbamatos,
organoclorados e piretroides. Os organofosforados sdo compostos organicos
derivados do acido fosforico, tiofosférico ou ditofoforico. Enquanto carbamatos
séo derivados do &cido carbamico e os organoclorados tem sua composi¢cao de
carbono com radicais de cloro. Os piretroides sdo compostos sintéticos, com
estrutura semelhante a piretrina, a qual é extraida da espécie vegetal

Chysanthemum cinerariaefolium (OMS, 1996).
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Ha relatos na literatura que especificam os efeitos causados pelos
inseticidas, como por exemplo, acdes agudas (fraqueza, colicas, vomitos,
espasmos musculares, convulsdes, etc.), ou cronicas (efeitos neurotdxicos
retardados, alteracbes cromossomais, lesbes hepéticas, lesfes renais,
hipersensibilidade etc.) (OMS, 1996).

Em abelhas (Apis melifera), o inseticida organofosforados conhecido
como dimetoato causa inibicdo das aceticolinesterases, levando diminuicdo do

hébito de forrageio da espécie devido a polinizacdo (CHRISTEN et al., 2019).

2.2.2 Fungicidas

Os ditiocarbamatos sao exemplos do grupo dos fungicidas. Sao derivados
do é&cido ditiocarbdmico (NH2CS:2H), com estruturas semelhantes aos
carbamatos (CHs3NO2) (PERZ et al., 2000).

Os fungicidas estdo associados a causarem tonturas, vomitos, tremores
musculares, dor de cabeca, teratogéneses, irritacbes na mucosa, doenca de
Parkinson etc. (OMS, 1996).

O mancozeb, é um fungicida utilizado na agricultura, e a exposicao deste
composto ao fungo Saccharomyces cerevisae, eleva a quantidade de EROs da

mitocondria, causando, em alguns casos, a apoptose (SCARIOT, 2016).

2.2.3 Herbicidas

Os herbicidas apresentam grupos quimicos conhecidos como
dinitroferdis, pentaciclorofenol, fenoxiacéticos e dipiridilos, sendo causadores de
canceres, indutores de producéo de enzimas hepéaticas, lesdes hepaticas, além
fibrose pulmonar, entre outros (OMS, 1996).

O herbicida da classe das glicinas, o glifosato, apresentou alteracdes no
estado de salude de Raba catesbeiana, quando expostos a concentracdes
inferiores a 240 ug/L. Esse composto induz a modulacdo de enzimas do estresse
oxidativo em diferentes tecidos do corpo do animal, assim como aumenta acido

drico e corticosterona, entre outros efeitos (WILKENS et al., 2019).
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2.3 EFEITOS DO USO DE AGROTOXICOS SOBRE A SAUDE DE PEIXES

Existem amplas evidéncias do conjunto de efeitos que estes residuos
guimicos podem promover em peixes.

Benaee et al. (2014) testaram a capacidade antioxidante de Alburnus
mossulensis diante da exposicdo ao inseticida piretroide fenopatrina, sendo que
0os resultados demonstraram que tal inseticida desregula parametros
bioquimicos e induz o estresse oxidativo. Do Amaral (2017) testou a toxicidade
de 4guas contaminadas por pesticidas em um reservatério no Rio Grande do Sul,
e verificou que peixes da espécie Loricariichthys anus, coletados na bacia,
apresentaram diminuicdo da aptidao, da capacidade reprodutiva ou forrageira e
desvios de energia metabdlica.

O cobre é utilizado para compor misturas para a formacao de fungicidas
(sulfato de cobre, oxicloreto de cobre, hidréxido de cobre), e de herbicidas
(sulfato de cobre Pentaidratado) (CARARRO, 1997). Carvalho e Fernandes
(2007) testaram o efeito do cobre no Prochilodus lineatus e detectaram a redugéo
da disponibilidade de energia por meio do descontrole do metabolismo da
glicose, aumentando os efeitos toxicos do cobre.

Diante destes breves relatos sobre efeitos da exposicdo a agrotdxicos
sobre a saude de peixes, torna-se necessaria a descricdo de alguns
biomarcadores amplamente estudados, como as enzimas pertencentes ao
metabolismo energético e ao sistema antioxidante, bem como o estresse

oxidativo, e, por fim, a atividade da enzima colinesterase do sistema colinérgico.

2.3.1 Metabolismo Energético
O metabolismo energético (ME) € um sistema altamente especializado,
contando com ajustes finos regulados por horménios como insulina, glucagon,
adrenalina e cortisol. Para que tais ajustes funcionem, enzimas séo induzidas,
ou inibidas, para oxidar ou reduzir moléculas, criando um circuito de
metabolizacdo da glicose (NELSON E COX, 2017).
A metabolizac&o da glicose se inicia por um conjunto de reacdes quimicas
chamado de glicdlise, cujas reacdes ocorrem no citoplasma das células. Durante
esse processo, parte da energia liberada durante as reacdes é armazenada na

forma de adenosina trifosfato (ATP) e nicotinamida adenina dinucleotideo
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(NADH), sendo que esses dois compostos servem como carreadores de energia.
Ao final das reacfes ocorre a formacdo de duas moléculas de piruvato (Fig. 3,
NELSON e COX, 2017).

A glicolise é subdividida em duas etapas: fase preparatéria e fase de
pagamento. Na fase preparatoria, a hexocinase (HK) é a primeira enzima em
atuacao, sendo que sua funcao é catalisar a conversao de uma glicose a glicose-
6-fosfato, por meio da hidrélise de ATP (KUETTNER et al., 2010). A glicose- 6-
fosfato pode continuar em reacfes desta etapa da glicélise, mas também pode
ser direcionada a uma rota alternativa conhecida como via das pentoses fosfato.
Em inimeros tecidos, como medula 6ssea, a pele e a mucosa intestinal, esta via
de reacdes utiliza o NADP* como aceptor de elétrons e pode, ao final do
processo gerar &cido ribonucleico (RNA), acido desoxirribonucleico (DNA) e
coenzimas (ATP, NADH, flavina adenina dinucleotideo - FADH: - e coenzima A).
Em alguns outros tecidos, como os eritrocitos e as células da cérnea e do
cristalino, que estdo constantemente expostos ao oxigénio, o produto essencial
das vias das pentoses-fosfato ndo é a pentose, mas sim o NADPH, cuja funcao
pode ser contrapor os efeitos deletérios de radicais livres, mantendo a condi¢ao
de ambiente redutor (NELSON e COX, 2017).

Apos a ativacao da glicose por meio da HK na fase preparatoria, a glicose-
6-fosfato é convertida em frutose-6-fosfato a partir da acao da enzima fosfoexose
Isomerase. A formacéo de frutose-1,6-bifosfato a partir da fosforilagédo da frutose-
6-fosfato se da pela enzima fosfofrutoquinase (PFK), sendo posteriormente
lisada pela acédo da enzima aldolase, em duas moléculas com trés carbonos: a
diidroxiacetona-fosfato e o gliceraldeido-3-fosfato. A diidroxiacetona-fosfato é
isomerizada a gliceraldeido-3-fosfato por meio da acdo da triose-fosfato-
isomerase (NELSON e COX, 2017).

Na fase de pagamento da glicolise, cada molécula de gliceraldeido-3-
fosfato é oxidada e fosforilada por um fosfato inorganico a partir da acao da
enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, para entdo formar 1,3-
bifosfoglicerato. Ocorre a transferéncia do fosfato do 1,3-bifosfoglicerato para
uma molécula de adenosina di-fosfato (ADP) por meio da acdo da enzima
fosfoglicerato-quinase, formando ATP e 3-fosfoglicerato. Posteriormente, ocorre
a conversao do 3-fosfoglicerato em 2-fosfoglicerato, sendo tal reacéo catalisada
pela enzima fosfoglicerato-mutase. Ocorre, entdo, a desidratagdo do 2-
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fosfoglicerato, processo que é catalisado pela enzima enolase, para formar
fosfoenolpiruvato, sucedendo, por fim, a transferéncia do grupo fosfato do
fosfoenolpiruvato para o ADP, gerando outro ATP. Esse processo é catalisado
pela piruvato-quinase e tem como produto uma molécula de piruvato (ALBERTS,
2017). Apos sintetizada, a molécula de piruvato pode seguir por rotas diferentes

de metabolizacéo (Fig. 3).

(a) Fase preparatdria HO_%HQ
Fosforilacao da glicose H ; 0 H
@ 5Ua Conversao a Glicose . EH a
gliceraldeido-3-fosfato \ uo OH
3 2
; ATP o H OH
. Primeira reacdo preparativa Hexodnase p
) ADP @&—0—CH,
i)
Glicose-6-fosfato - "
4 H 1
Hi OH
(2] et
Fosfo-hexose- H OH
-isormerase . .
{#—0—CH, 0, CH,—0OH
Frutose-6-fosfato — EHKH H0>0{2H
ATP e I
] Segunda reac 30 preparativa Fosfofrutocinase-1 . OH H
: ADP 5 | 1
(E}—O—C ¢ —O—(E)
Frutose-1,6-bifosfato - s o
- PR HO J?
. Clivagem do aglicar-fosfato 0
: com 6 carbonos em. 48 s
i 2 acucares-fosfato com: Aldolase
] 3 carbonos
............................................ cliceraldatio s foctun
+
Di-hidroxiacetona-fosfato
' ©
Tiosefosfato-
-isomerase
(b) Fase de pagamento y
| Conversao oxidativa do @) G“é’;“ieid‘"} """"
| gliceraldeido-3-fosfato em AL
| piruvatoe formagao i h
| acopladade ATP e NADH | O
) 2NAD* Glice rakleiio-3-
Oxidacao e ::;:sf;to 0
' nese
fosforilagao 2 NADH + 2H esidroge (2) @—0—CH, —CH— i
' (2) 1,3-bifosfoglicerato - J;H 0
h T
Primeirareacao formadora 2ADP @
- de ATP (fosforilacao no nivel Fosfoglicerato- 2
! do substrato) 2 ATP Tetitat (2) @—0—CH,—CH—C'
J) s
(2) 3-fosfoglicerato € B
\ 0 o -
Fosfoolicerato- #
J m:afe (2) CHy=CH=C
(2) 2-fosfoglicerato. < b % o
k
(5] >
2HO v 0
H, Enolase @ C.me?_ci’
(2) Fosfoe nolpiruvato 0~
* segundareacaoformadora 2ADP (10 Q?:)
. de ATP (fosforilacao no nivel Plruvato-
: do substrato) 2 ATP Sl 2
(2) CHy==Cr=C.
(2) Piruvato e P) o+



19

Figura 3. Etapas incluindo a fase preparatoria e de pagamento da glicélise,
incluindo reagdes e enzimas responsaveis. (NELSON e COX, 2015).

Uma das rotas possiveis para a conducdo do piruvato € sua reducédo a
lactato, por meio da fermentacéo lactica (Fig. 4). Neste caso, a enzima lactato
desidrogenase (LDH) é a representante da etapa final do metabolismo
anaerobico, ou seja, essas reacfes ocorrem em condicbes com baixa
concentracdo de oxigénio, sendo que o piruvato recebe elétrons de uma
molécula de NADH:z. Os principais locais que ocorrem a fermentacao lactica séo
0s musculos e os eritrocitos (NELSON e COX, 2017). A ativacdo demasiada de
LDH pode caracterizar situacdes ambientais estressoras devido a baixa
disponibilidade de oxigénio (ZAKHARTSEYV et al., 2014).

Glicose
CeH1206

2 NAD 2ZADP+ 2P

2 NADH, 2 ATP

Acido pirtivico '_)k_' Acido pirtvico

(3C) (3C)

NADH, NADH,

NAD NAD

Acido Latico Acido Latico
(C,H.0.) ({C,H.0,)

Figura 4. Rota alternativa da glicose para geracao de energia, fase anaerobica.
(Fonte: https://blogdoenem.com.br/biologia-enem-fermentacao-alcoolica-lactica/)

Outra possivel rota a ser seguida pelo piruvato inicia-se com a perda do
grupo carboxil na forma de CO:2 para gerar o grupo acetil da acetil-coenzima A

(acetil-CoA). Esse acetil é transportado até as cristas mitocondriais, onde sera
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condensado com o oxaloacetato, a partir da acdo da enzima citrato sintase (CS),
e entdo metabolizado no Ciclo do Acido Citrico (Fig. 5), também chamado de
Ciclo de Krebs (NELSON e COX, 2017). A enzima CS é regulada pela energia
disponivel, pois quando o ATP se encontra em grandes quantidades e o sistema
estd altamente suprido, a enzima é inibida (SHEPHERD; GARLAND, 1969).

A funcdo da enzima CS é realizar a juncdo das duas moléculas: AcetilCoA
e oxaloacetato para formar citrato (CAMPBELL e FERRELL, 2017). Assim que
esse composto € gerado ele € mobilizado até a segunda reacéo onde a enzima
aconitase converte citrato em isocitrato. Posteriormente, o isocitrato é
descarboxilado transformando-se em a-cetoglutarato por acdo da enzima
isocritrato desidrogenase, com auxilio de uma molécula de CO2. Ocorre também
a reducdo de NAD a NADH, além da liberacdo de um &tomo de hidrogénio
(VOET e VOET, 2013). O complexo a-cetoglutarato desidrogenase da
continuidade a série de reacdes, onde novamente ocorre uma descarboxilacéo,
ou seja, o a-cetoglutarato sera transformado em succinil-CoA, nesta etapa
também ocorre a formagdo de NADH através da reducdo de NAD. Na quinta
etapa do ciclo do acido citrico ocorre a formacgéo de succinato. Neste momento
a succinil coenzima A € hidrolisada pela succinil-CoA sintetase, havendo a
fosforilagdo de guanosina difosfato (GDP) para guanosina trifosfato (ATP) ou
adenosina monofosfato (ADP) a adenosina trifosfato (ATP). Na etapa sequencial
0 succinato é oxidado pela succinato desidrogenase, formando fumarato, e o
FAD é reduzido em FADH neste momento. A fumarase € responsavel pela
sétima etapa do ciclo do acido citrico, pois ela acrescenta uma molécula de agua
ao fumarato, que devido a hidratacdo, transforma-se em malato. A enzima
malato desidrogenase é responséavel pela ultima etapa do ciclo e é também por
oxidar malato em oxaloacetato (CAMPBELL & FARREL, 2017b; NELSON E
COX, 2017; VOET & VOET, 2013).

Durante a etapas do ciclo do acido citrico, a energia liberada das varias
oxidacdes € armazenada pela reducao de NAD*, FAD e producdo de ATP, ou
trifosfato de guanosina (GTP).

Apesar de estarem presentes no mesmo sistema de rea¢fes do acido
citrico, CS e MDH nem sempre demonstram atividades dependentes, pois a
MDH esta presente também no citosol como uma isoenzima, regenerando
oxaloacetato em malato (NELSON e COX, 2017).
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Figura 5. Ciclo do acido citrico incluindo rea¢des quimicas e enzimas envolvidas
(NELSON e COX, 2015).

O ciclo de acido citrico e suas reacfes geram grandes quantidades de
elétrons, de forma que abastecem a cadeia respiratéria (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; NELSON e COX, 2017). A cadeia respiratéria, ou
fosforilagdo oxidativa, ocorre na membrana interna das mitocondrias e é
responsavel pela producdo da maior parte de ATP da célula devido as reacdes

de Oxido-reducéo.

2.3.2 Sistema Antioxidante

Radicais livres sdo formados durante as reagfes do ciclo do &cido citrico,
sendo alguns considerados como espécies reativas a oxigénio (EROSs)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015; NELSON e COX, 2017), as quais podem

ser neutralizadas por meio do sistema antioxidante.
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As EROs sao moléculas em um estado energeticamente mais reativo, ou
seja, possuem uma maior capacidade de reagir com outras substancias
(BREUSEGEM et al., 2001; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015), pode-se dizer
ainda que as espécies reativas de oxigénio, sdo moléculas radicalares ou néo
radicalares em um estado energeticamente ativo. Estas moléculas sao,
principalmente formadas durante a reducédo parcial de oxigénio molecular no
processo de producdo de ATP. A medida que as reacdes dentro da célula
ocorrem, 0 oxigénio sofre reducdes parciais, assumindo conformagdes como O2*
(singlet), @Oz (superoxido), H20: (peroxido de oxigénio) e OHe (hidroxila)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Uma vez ativado, o oxigénio molecular
pode reagir com outras moléculas organicas ou metais de transicao
(BREUSEGEM et al., 2001).

Durante tais etapas, se houver um desbalan¢o na quantidade de EROs,
sejam elas dispersas, ou oriundas da entrada de elétrons pela cadeia
respiratoria, os niveis de elétrons dispersos se elevam e a mitocondria pode
apresentar estresse oxidativo (NELSON e COX, 2017). Em baixas quantidades
as EROs nédo sao prejudiciais ao organismo pois podem ser utilizadas para
deteccao de condi¢des de hipéxia (NELSON e COX, 2017).

Para minimizar possiveis danos relativos ao estresse oxidativo, as células
possuem diversos mecanismos que possibilitam diminuir a toxicidade dessas
moléculas. Caso esse sistema esteja prejudicado ou a concentracdo de
moléculas toxicas sature os sitios ativos das enzimas, consequéncias podem ser
identificadas. Entre tais consequéncias estdo: alteracfes na atividade de
enzimas (WEISS, 1961), lesdes ao nivel celular (SHAN E JONES, 1990),
envelhecimento, mutagdes, cancer, doencas autoimunes, entre outros
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

As enzimas do sistema antioxidante estdo envolvidas na eliminacdo de
espécies reativas ao oxigénio, além de combater os efeitos causados pela
entrada de xenobibticos nas células. As contaminacdes por pesticidas, por
exemplo, podem ocasionar o aumento de EROs, alterando o sinergismo das
reacdes de defesas antioxidantes (JOHN et al., 2001; MONTEIRO et al., 2006).
Estas alteracdes podem estar envolvidas a danos celulares irreversiveis devido
aos agravos aos acidos nucleicos, aos fosfolipidios e as proteinas
(GRIVENNIKOVA e VINOGRADOV, 2006; VALKO et al., 2006).
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Durante a fosforilacdo oxidativa o oxigénio pode assumir conformacdes
diferentes, sendo algumas delas consideradas altamente toxicas, como o0
superéxido que € um radical altamente reativo. Quando radicais superoxidos sao
produzidos nas células, enzimas especializadas fazem a sua dismutacéo. E o
caso da superoxido dismutase (SOD), que converte o radical superéxido em
H202 e H20 (BRAND, 2010).

O H20:2 formado pode também ser téxico a célula. Por isso, apos a sua
formagé&o, enzimas como catalases (CAT) ou Glutationa Peroxidase (GPx) tém
a capacidade de converter o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio. A CAT
estd presente nos peroxissomos das células (AEBI, 1984; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015).

Como citado anteriormente, a glutationa peroxidase (GPx) tem funcéo
similar a CAT, pois também utiliza o peréxido de hidrogénio como substrato para
suas reacdes, porém se diferencia da catalase por oxidar a glutationa reduzida
(GSH) a glutationa oxidada (GSSG) (FLOHE e GUNZLER, 1984).

Entre os outros exemplos de enzimas do sistema antioxidante, estéo as
glutationa redutase (GR). Uma vez que a glutationa oxidada é formada, a GR
recicla a GSSG em GSH, utilizando o NADPH como substrato. A GR esta
presente na maioria das células (CHANG et al., 1978; DORVAL e HONTELA,
2003).

Por fim, a glutationa-S- transferase (GST) tem como principal funcéo
detoxificar substancias, pois, as moléculas formadas sdo menos reativas e tem
uma maior facilidade de excrecdo (MANNERVIK e JEMTH, 2001). A GST € um
agente detoxificante de fase Il, e tem a capacidade de detoxificar agentes
alquilantes (quebrantes de DNA), compostos farmacos, entre outros. A sua
utilizacdo como um indicador biolégico em testes para a qualidade ambiental
pode ser util (TAVAZZI et al., 2000).

2.4 DISTURBIOS CELULARES DECORRENTES DA ALTERACAO DO
METABOLISMO ENERGETICO E SISTEMA ANTIOXIDANTE

2.4.1 Estresse Oxidativo Mensurado Por Lipoperoxidagéo
Os radicais livres podem promover outros efeitos adversos nas células,

como dano oxidativo aos lipidios. A membrana celular é composta
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principalmente de acidos graxos polinsaturados (PUFAs), sendo que estes
podem sofrer oxidac&o facilmente, o que promove modificagcbes na membrana.
A oxidagdo dos PUFAs pode ocorrer por mecanismos enziméticos ou nao
enzimaticos. Os enzimaticos sao controlados por lipoxigenases, cicloxigenases,
citocromo P450 e heme-peroxidase. No entanto, a oxidacdo ndo enzimatica dos
PUFAs reage com radicais, iniciando o processo de lipoperoxidacéo (LPO)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015; YIN e POTER, 2005). A lipoperoxidacéo
tem como consequéncia a perda irreversivel da fluidez e da elasticidade da
membrana, o que pode ocasionar a lise dessa estrutura (Fig. 6).

A LPO possui trés etapas: a iniciacdo, a propagacdo e a terminacdo. A
iniciacdo € causada pela acdo de uma ERO a um acido graxo constituinte da
membrana celular, o qual apresenta reatividade suficiente para sequestrar um
atomo de hidrogénio. Na etapa de propagacédo, a reacdo de radicais lipidicos
com O2 é seguida da formacédo de radicais peroxila, que sequestra hidrogénio
formando outros radicais lipidicos. A etapa de terminacdo da reacdo de LPO
ocorre quando os radicais, produzidos nas etapas anteriores, unem-se,
formando espécies nao radicalares, ou radicalares através da acept¢cdo de um
atomo de hidrogénio (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2015).

ot

o
[X]

Wf‘xr"q.a';q-’“\-ﬂ/-.-’x

e
'

mr\f-.\\;_w. ~ ﬂ
0

14
o e T
" ox
I~ I
e °1
PN ¥ i

Figura 6: Fases da reacdo de lipoperoxidacdo, iniciagdo, propagacao e
finalizagdo. (http://envelhecimentounb94.blogspot.com/2011/10/senescencia-da-membrana-

plasmatica.html)

2.5Inativacéao das Enzimas Colinesterases
As colinesterases sdo divididas em dois tipos, as acetilcolinesterases

(AChE) e as butirilcolinesterases (BChE). As AChE sdo abundantes no cérebro,
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musculo e eritrécitos (DAVE et al, 2000; PRODY et al., 1987), e sua principal
funcdo é fazer a lise das acetilcolinas das fendas sinapticas, controlando as
contragdes musculares. A inativacdo das AChE pode implicar na diminuicdo da
mobilidade, ou na paralisia muscular (MONTEIRO et al., 2005; RAVEH et
al.,1993).

As BChE sao frequentes no figado, plasma, intestino, coracdo, rim e
pulmé&o (DAVE et al, 2000; PRODY et al., 1987), e ttm como funcéo hidrolisar
substancias toxicas, principalmente farmacos e drogas como cocaina (LYNCH
et al., 1997), a aspirina (MASSON et al., 1998) e a heroina (LOCKRIDGE et al.,
1980), assim como também a lise da acetilcolina das fendas sinapticas.

Inseticidas como os organofosforados e carbamatos, sdo considerados
anticolinesterasicos, pois diminuem a atividade das colinesterases no cérebro e
nos musculos de invertebrados e vertebrados (NACHMANSOHN E
ROTHENBERG, 1945). Tal dano ja foi detectado em peixes, acompanhados
também de lesdes hepaticas (OLIVEIRA et al.,, 2012). Aléem dos inseticidas,
herbicidas a base de glifosato e piretréides, como a fenpropatrina, podem reduzir
a atividade dessas enzimas, mesmo quando expostas a baixas concentracdes
(BENAEE et al., 2014; FERREIRA et al., 2010).

2.6 OBJETO EM ESTUDO

No presente estudo avaliaremos a espécie Rhamdia quelen. Esta espécie
pertence a Classe Osteichthyes, Série Teleostei, Ordem Siluriformes, Familia
Pimelodidadade, Género Rhamdia e Espécie Rhamdia quelen (SILFVERGRIP e
NATURHISTORISKA, 1996). O habitat de preferéncia da espécie sdo os locais
profundos dos lagos, ou os fundos dos poc¢os, em meio a vegetacao, ou troncos
envelhecidos, apresentando tendéncia a aversdo a luminosidade (PIAIA et al.,
1999). E considerada euritérmica, pois tem a capacidade térmica de suportar
temperaturas entre 15 a 34°C (CHIPPARI-GOMES e GOMES, 1999), porém a
temperatura ideal para maiores taxas de massa corporea e melhores resultados
na piscicultura é 24 e 30°C (ANDREWS et al, 1972). A amplitude de
concentracéo de oxigénio dissolvida suportada fica entre 5,64 a 7,05 (GOMES
et al., 2000). A espécie Rhamdia quelen é considerada estenoalina suportando

uma capacidade de até 9,0 g/L de NaCl em teste de 96 horas de experimentacéo
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(MARCHIORO e BALDISSEROTTO, 1999). Alevinos dessa espécie suportam
uma variacao de pH da agua entre 4,0 e 8,5 (FERREIRA et al., 2001).

Ao considerar nosso objeto de estudo, Rhamdia quelen foi utilizada por
se tratar de uma espécie nativa da regido do Sul do Brasil, e por ser uma das
mais promissoras para o cultivo em tanques. Tal fato é decorrente a sua alta
resisténcia durante o manejo e ampla aceitacao pelo consumidor (CARNEIRO
et al, 2002).

Os jundias possuem periodos de desenvolvimento embrionario definidos.
As fases de desenvolvimento sao: zigoto, clivagem, blastula, gastrula,
segmentacao, faringula, eclosdo e larva. Essas fases totalizam um periodo de
tempo de 90 horas apos a fertilizacdo (RODRIGUES-GUALDINO et al., 2009).
Para analisar todo o periodo de desenvolvimento larval, algumas etapas séo
Importantes a serem citadas.

Em 12 horas de desenvolvimento em uma temperatura de 25°C, o animal
se encontra nas interfases entre gastrula e segmentacdo. Nesse periodo,
estruturas importantes para a sustentacdo do embrido e sistema nervoso
primordial estdo praticamente formados (OLIVEIRA et al, 2007). O animal
apresenta diferenciacdo das lentes, placéides 6ticos (primérdios dos ouvidos
internos), mesencéfalo e comeca a se projetar por meio de espasmos
musculares (ARAUJO, 2011; OLIVEIRA et al., 2007; RODRIGUES-GALDINO et
al., 2009).

Nas fases préximas, mais precisamente por volta de 24 horas de
desenvolvimento, o R. quelen apresenta cauda com baixa mobilidade dentro do
coérion e se prepara para a eclosdo. Nesse estagio, boca e anus ainda estéao
fechados, as circulacdes aferentes e eferentes iniciam, e o intestino médio esta
formado e visivel. O animal passa entdo para um periodo de preparacéo para a
eclosdo (ARAUJO, 2011; OLIVEIRA et al, 2007; RODRIGUES-GALDINO et al.,
20009).

Embora no estadio de faringula tardia (em torno de 21 horas) nédo tenha
ocorrido a ecloséo, existem suposi¢cdes de que o embrido a abertura bucal, nesse
periodo a alimentacdo enddgena ainda € essencial para a maturacdo das
estruturas digestivas, que servem para que o animal consiga alcancar locais com
recursos disponiveis (RODRIGUES-GALDINO et al, 2009).
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Em 36 horas estruturas como os olhos pigmentados, boca eliptica,
primordios dos barbilhdes estdo formados, além de poro anal e opérculos se
encontrarem abertos. Os animais também apresentam bolsa faringeas e inicio
do desenvolvimento de neuromastos no tronco e regido encefalica. (ARAUJO,
2011; OLIVEIRA et al, 2007; RODRIGUES-GALDINO et al., 2009).

Nas horas seguintes, por voltas de 72 horas de desenvolvimento apos a
fecundacdo, as larvas apresentam os labios bem definidos, e os botdes
gustativos formados. Mas é somente, nos horérios posteriores que ocorre 0 inicio
evidente da alimentagdo exclusivamente exégena (RODRIGUES-GALDINO et
al, 2009).

2.5.1 Efeito do Uso de Agrotéxicos Sobre o Desenvolvimento Embrionéario de
Peixes

Diante das afirmacfes de que os agrotoxicos podem ter efeitos adversos
sobre os processos biolégicos de animais nao-alvos, estudos também sé&o
necessarios para caracterizar todos os estagios de desenvolvimento afetados
por estes compostos quimicos. Os estagios inicias se destacam por se tratarem
do momento de formacéao das estruturas necessarias para a manutencao da vida
do organismo. Uma vez que estes estagios sejam alterados, pode haver o
comprometimento das proximas fases (REIS-FILHO et al., 2007)

Agrotoxicos frequentemente s&o relatados por causar alteracdes
fisiologicas em inimeras espécies de peixes, inclusive em Rhamdia quelen.
Sobjak et al. (2017) observaram que o glifosato induz a atividade precoce de
ChE nas fases inicias de desenvolvimento, aumento da atividade de GST e
danos oxidativos observados por meio do aumento da LPO. O glifosato também
foi descrito como modulador da atividade de enzimas como a catalase,
diminuindo suas taxas, causando vacuolizacdo, infiltracdo de leucdcitos e
degeneracéao do citoplamas (MURUSSI et al., 2015).

Zebral e colaboradores (2017) avaliaram os efeitos de glifosato nas
primeiras horas de desenvolvimento de Odontesthes humensis. Apos 96h de
exposicao foram observados os efeitos significativos: reducao no tamanho dos
olhos, interrupcé&o no metabolismo do acido retindico e aumento da mortalidade.

Além dos efeitos supracitados da exposi¢cdo de R. quelen a agrotoxicos,

h& indmeros outros exemplos de alteracfes no desenvolvimento de espécies de
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peixes expostas a agrotoxicos. Cyprinus carpio, quando exposto ao inseticida
neonicotinoide tiaclopride durante as primeiras fases, apresentou atraso em seu
desenvolvimento, menor crescimento, esteatose difusa no figado e diminui¢éao
da atividade de enzimas como a Glutationa redutase (GR) (VELISEK e STARA,
2018).

Fungicidas podem também causar altera¢des no desenvolvimento de Danio
rerio nos estégios iniciais de desenvolvimento, sendo que Jia et al. (2018)
concluiram que azoxistrobina e picoxistrobina induzem o estresse oxidativo no
figado desta espécie e causam mas formagdes no corpo.

Outros estudos indicam que organofosforados, como o clorpirifés e o
diazinon, afetam o desenvolvimento de Danio rerio. Segundo Cao et al. (2018),
os efeitos colaterais causados por esses compostos em D. rerio sdo a diminuicéo
na taxa de ecloséo e na bioenergética mitocondrial, lordose espinhal nas larvas,
edema pericéardio, atraso na incubacdo e inibicdo da atividade da AChE, o que

diminui a capacidade de locomocé&o.
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Resumo

A ocupacdo antrépica de terras destinadas a agricultura pode causar efeitos negativos ao
meio ambiente. Constantemente compostos quimicos utilizados nestas atividades sao
lixiviados até corpos d’aguas onde podem promover potenciais danos em organismos
ndo-alvos. Rhamdia quelen é uma espécie nativa e foi utilizada como bioindicadora da
qualidade desses ambientes na regido do Oeste parand em um riacho considerado
impactado (Tormenta) e outro preservado (Manoel Gomes). As andlises ocorreram 12h,
24h, 48h e 72h apds a fecundacdo do ovdcito. Foram encontrados resultados significativos
na atividade das enzimas do metabolismo energético (HK, PFK, LDH, CS, MDH) e
sistema antioxidante (CAT, GPx, GR, GST) no rio impactado quando comparado com 0
rio referéncia. Além disso, danos foram encontrados por meio do aumento da reagéo de
lipoperoxidacéo e inibigdo de enzimas colinesterases. Os efeitos causados por agrotdxicos
podem ser diversos, locais com utilizacdo constante desses compostos perturbam os
estagios iniciais de desenvolvimento e alteram atividades enzimaticas metabdlicas e de
defesa do organismo.

Palavras-chave: pesticidas, sistema antioxidante, metabolismo energético, jundia

1. Introducéo

O sucesso na produtividade do setor agricola é acompanhado pelo aumento do uso
de agrotoxicos nas plantacbes (Rebelo et al., 2010). Esses compostos quimicos sdo
depositados nos solos e em seguida sofrem lixiviacao, chegando até corpos d’agua onde
provocam afeitos negativos, como danos celulares em acidos nucleicos e fosfolipidios em
organismos ndo-alvos (Grivennikova and Vinogradov, 2006; Valko et al., 2006). Podem
ainda causar diminuicdo do fitness e o seu declinio (Burigo and Venancio, 2016). As

analises desses efeitos em organismos nos estagios iniciais de desenvolvimento sdo
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importantes, pois esses compostos afetam especialmente o0s estagios iniciais de
desenvolvimento e culminam em maior risco de mortalidade em estagios posteriores
(Eder et al., 2007). A regido oeste do Parané é referéncia na producao agricola e pode ser
utilizada como modelo para testar niveis de contaminagdo em espécies de peixes nativas.
Para tanto, Rhamdia quelen é um util bioindicador, pois é uma espécie nativa, com alta
tolerancia ao frio e promissora no mercado consumidor (Zaboni-Filho, 2004; Carneiro et
al., 2015). Em relacdo os biomarcadores a quantificagdo das modulacgdes nas atividades
enzimaticas como também por meio da deteccdo dos danos fisioldgicos se torna util para
analises (Halliwel e Gutteridge, 2015).

Diante do exposto, o0 presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos
metabdlicos da exposicdo de embrides de Rhamdia quelen as dguas de dois riachos com

diferencas de uso e ocupacdo de solo.

2. Metodologia
2.1 Area de Estudo

O estudo foi realizado na regido do oeste do Parana, em riachos pertencentes a
bacia do Baixo Iguagu, considerados de 22 ordem: Rio Manoel Gomes e Rio Tormenta.

Os pontos geograficos onde foram coletadas as aguas para experimentacao
apresentam caracteristicas ambientais diferentes. O rio Manoel Gomes foi considerado
como referéncia (REF) por estar localizado dentro do Parque Nacional do Iguagu
(25°09.723'S, 53°49.768" W, Fig. 1), que € uma importante unidade de conservagdo
brasileira. A microbacia do rio Manoel Gomes contém 96% de cobertura vegetal em seu
entorno (Global Forest Watch, 2019).

O rio Tormenta (25°28.59'S, 53°22' W, Fig. 1) apresenta 26,5% de cobertura
vegetal em seu entorno (Global Forest Watch, 2019), e esta localizado em uma ampla
area rural adjacente ao seu curso d’agua. Este riacho foi considerado como impactado

(IMP) devido as caracteristicas de uso e ocupacao do solo de sua microbacia.
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Figura 1. Mapa com as localizacdes dos rios Manoel Gomes (1), considerado como
ambiente referéncia, e do rio Tormenta (2), considerado como rio impactado.

2.2 Desenho experimental

Inicialmente foi realizado o processo de fertilizacdo de ovécitos de acordo com o
proposto por Pereira e colaboradores (2006). A coleta de machos e fémeas foi realizada
no periodo reprodutivo, designado entre os meses de setembro e marco (Gomes et al.,
2000a). Os peixes coletados foram mantidos em tanques de 100 litros, com aeracdo
constante e temperatura ambiente. O tratamento hormonal para a inducgdo da desova e
posterior extrusdo dos ovocitos foi realizado com extrato hipofisario de carpa
(Woynarovich, 1983). Seringas foram utilizadas na abertura genital dos machos para a
coleta dos espermatozoides, p6s-massagem abdominal. Foram escolhidos os ovocitos e
espermatozoides de apenas uma fémea e um machos, respectivamente, para garantir a
homogeneidade da prole provinda de apenas um casal.

Apos a extrusdo dos ovécitos foram adicionados espermatozoides em uma relagdo
média de um ovacito para 89.000 espermatozoides, a fim de que ocorresse a fertilizag&o.
Apos a fertilizacdo, os ovos foram acondicionados em incubadoras (fishboiler) de acordo
com os rios onde foram coletadas as &guas no més de fevereiro. As aguas dos dois riachos
foram consideradas como tratamentos, sendo preparadas seis incubadoras para cada
horério de desenvolvimento (12h, 24h, 48h e 72h). As incubadoras tiveram aeracao
constante mantendo a oxigenacdo da agua (6+1mg/L), controle de temperatura
(24+0,5°C) e de pH (7,50+0,5), bem como foram realizadas avalia¢Ges a cada 6 horas das
variaveis Nitrato (NO3"), Nitrito (NO2") e Am6nia (NHz). As coletas do material biolégico
ocorreram nos horarios supracitados, sendo calculados os percentuais de organismos
vivos (%viabilidade) e analises morfométricas. Para este processo, as amostras de ovos e

larvas foram fixadas em formol 10% e conservadas em alcool 70%, foram colocadas
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sobre uma lamina e posteriormente, retiradas fotomicrografias com auxilio do
Fotomicroscopio Otico BX 60 com camera digital DP71. Apds a obtencio das imagens,
foi realizada a mensuracdo dos ovos e larvas com auxilio do programa ImageJ, realizadas

medidas da area total das larvas em 24, 48 e 72 h.

2.3 Analises Bioguimicas

Em cada um dos horarios de experimentacao foram coletados ovos ou larvas das
respectivas réplicas, sendo posteriormente homogeneizadas em tampao tris-HCI pH 7,0,
centrifugadas em microcentrifuga a 12.000 g e 4°C, durante 12 minutos e posteriormente,
foram acondicionadas em ultrafreezer -80°C. No momento das analises descritas a seguir,
as amostras foram descongeladas, mas mantidas resfriadas durante todos os
procedimentos. A determinacdo de proteinas seguiu 0o método de Bradford (1976)

utilizando como padrao soro albumina bovina e leitura em comprimento de onda 595 nm.

2.4.1 Metabolismo Energético

A avaliacdo da atividade da enzima Hexoquinase (HK) foi feita pelo método de
Baldwin et al., (2007). A composi¢do do sistema de reacdo se baseou na presenca de
Tampao Imidazol (pH 7,4), glucose 20 mM, ATP 2 mM, MgCl, 10uM, NADP* 0,4mM,
DTT 1 mM, KCI 2 mM, G-6-PDH 0,3U e H20 desionizada. Assim que o sistema de
reacdo foi adicionado as amostras, a microplaca foi imediatamente analisada durante 8
minutos a 340nm em intervalos de 21 segundos. A atividade desta enzima foi expressa
em Unidade de NADP+ reduzido . min™t . mg de proteina™.

O sistema de reacdo para medi¢do da enzima fosfofrutoquinase (Baldwin et al.,
2007) foi composto por tampao tris-HCI pH 8,2, agua desionizada, MgCl, 10 mM, ATP
1mM, NADH 0,15 pM, AMP 2mM, glicerofosfato desidrogenase 1U/mL, Aldolase 1,2
U/mL, triose fosfato isomerase 10 U/L e frutose-6-fosfato 5,0 mM. A atividade da enzima
foi mensurada em espectrofotdmetro a 340 nm, durante 8 minutos, em intervalos de 21
segundos, sendo os resultados expressos em NADH oxidado .min™. mg de proteina™.

A atividade enzimética da lactato desidrogenase (LDH) foi determinada por
cinética a partir do decréscimo da absorbancia de NADH devido a sua oxidacdo a NAD*
(Thuesen et al., 2005). O sistema de reacdo foi composto por tampéao Tris-Hcl pH 7,4
50mM, Piruvato de Sédio 1,0mM, KCL 100mM, NADH 0,25mM e H>O desionizada.
Quando o sistema de reagédo foi adicionado as amostras, a microplaca foi levada para

leitura da absorbancia a 340 nm, durante 8 minutos, em intervalos de 21 segundos. Os
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resultados da atividade da LDH foram expressos em NADH oxidado . min™. mg de
proteina™.

O sistema de reacao para avaliacdo da atividade enzimatica da citrato sintase (CS)
foi composto por dois tipos de solugGes. Na solugéo 1 foi utilizado tampao tris-HCL pH
7,4 50 mM, KCI 100 mM, EDTA 1,0mM, DTNB (em tris) 200 uM, Acetil-SCoA 200
UM, H20 desionizada, e a solugdo 2 que é a solucdo de inicio de reacdo composta de
Oxaloacetato 500 uM. A atividade da CS foi determinada por método continuo a partir
da formacéo de ACoA-SH, formando-se um complexo com DTNB, realizando as leituras
em 412 nm de comprimento de onda, durante 8 minutos, em intervalos de 21 segundos.
Os resultados foram expressos em pmoles de CoA-SH . min™,
(Saborowski and Buchholz, 2002).

A malato desidrogenase (MDH) é a enzima final do Ciclo de Krebs, cuja fungédo

mg de proteina’

é a regeneracdo do oxaloacetato por meio da conversdo de oxaloacetato em malato. Sua
atividade foi medida por meio cinética, utilizando o método proposto por Childress &
Somero (1979). Para tanto foi realizado um sistema de reacdo composto de tampéo tris-
HCI pH 7,4 50 mM, oxaloacetato 0,4 mM, MgCl> 20 mM, NADH 150 uM e HxO
desionizada. Assim que o sistema foi adicionado as amostras, foi feita a leitura de
absorbancia a 340 nm, por 8 minutos em intervalos de 21 segundos. Os resultados foram

expressos em NADH oxidado . min™. mg de proteina.

2.4.2 Sistema Antioxidante

A atividade da catalase (CAT) foi acompanhada pelo decréscimo da absorbancia
a 240 nm (Aebi, 1984) em sistema de reacdo constituido de tampéao Tris-HCI 1,0 M,
EDTA 5,0 mM, pH 8,0, agua desionizada e 180 pl de H202 (30%, d=1,1 g.mI*}, MM =
34 g.mol™; concentragdo final no ensaio = 30 mM). A unidade para expressdo da atividade
da catalase foi mmol de H,O . min. mg de proteina™.

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi avaliada de acordo com a técnica
proposta por Flohe & Gunzler (1984). A atividade enzimatica foi acompanhada pelo
decréscimo da absorbancia do NADPH a 340 nm. O sistema de rea¢do foi composto de
tampé&o fosfato 100 mmol.L? (pH 7,0) EDTA 1 mmol.L, GSH 2 mmol.L*, NADPH
0,15 mmol.L, glutationa redutase purificada 0,2U, t-butil hidroperéxido 0,5 mmol.L™.
A reacdo foi iniciada pela adicdo de t-butil-hidroperoxido e acompanhada durante 1

minuto. A GPx foi expressa em pmoles de NADPH oxidado . min™ . mg de proteina™.
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A atividade da glutationa redutase (GR) foi avaliada de acordo com a técnica
proposta por Sies et al. (1979). O sistema de reacdo foi constituido de tampéo fosfato 100
mmol.L? (pH 7,0) EDTA 1 mmol.L?, GSSG 0,66 mmol.L?, NADPH 0,075 mmol.Lt. A
reacdo foi iniciada pela adigdo de GSSG e acompanhada durante 5 minutos a 340 nm. Os
resultados foram expressos em NADPH oxidado . min™ . mg de proteina™.

A avaliacdo da atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) foi realizada
por meio da metodologia de Keen & Jakoby (1976). A atividade dessa enzima foi
mensurada durante 5 minutos, em intervalos de 30 segundos, avaliando-se 0 aumento da
absorbancia devido a formagdo de um tioéter, a uma absorbancia de 340nm. A
composicdo de reacdo € tampdo fosfato de potassio pH 6,5, GSH 1,5MM, CDNB 2mM
em 1mL de etanol. A atividade da GST ¢ expressa em pmoles de tioéter . min™ . mg de

proteina™.

2.4.3 Distarbios celulares

A mensuracdo da peroxidacdo lipidica foi avaliada por meio do produto da reacao
de &cido tiobarbittrico com o malondialdeido, sendo mensurado em espectrofotdmetro a
535 nm e expresso em nmol de MDA.mg™ de proteina (Buege and Aust, 1975).

A avaliacdo do efeito neurotoxico foi realizado pela andlise da atividade das
enzimas colinesterase (ChE), sendo mensurada por meio do método de Ellman (Ellman
et al., 1961) adaptado para microplaca por Herbert et al., (1995). A Acetilcolina (ATC)
foi utilizada como substrato e o acido 5,5’-ditil-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB) como
reagente de cor. A leitura de absorbancia foi realizada em espectrofotbmetro, a um
comprimento de onda de 405 nm, sendo realizadas 4 leituras durante 3 minutos. Sua

atividade foi expressa por nmol de acetiltiocolina hidrolisada . min™ . mg de proteina .

2.5 Anélises estatisticas
Os dados das variaveis abitticas foram avaliados por meio de estatisticas
descritivas e comparadas aos valores de referéncia definidos para o cultivo de Rhamdia
quelen (Amaral et al., 2015; Galdino, 2009; Gomes et al., 2000a; Graeff et al., 2008).
As frequéncias de ovos e larvas vivas ao longo do periodo experimental (12, 24,
48 e 72h), aqui definidas como viabilidade (%), foram comparadas por meio do teste de
Qui Quadrado para Independéncia (a=0,05). Os dados relativos as areas das larvas foram

analisadas por meio da Analise de Variancia Fator duplo, seguido do teste NHSD-Tukey.
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Uma vez que as variaveis referentes as analises bioguimicas de detoxificacéo,
efeito neurotoxico, metabolismo energético, atividade do sistema antioxidante e
lipoperoxidagdo foram obtidas a partir de um delineamento inteiramente casualizado,
assumiu-se o padréo de distribuicdo Gaussiana e a homocedasticidade das variancias em
cada condicdo analisada. Sendo assim, as variaveis foram analisadas por meio da Analise
da Variancia Fator-Duplo, assumindo como fatores fixos os Riachos e o Tempo de
Desenvolvimento. Em situac6es de significancia estatistica (p<0,05), foi realizado o teste
de acompanhamento de LSD-Fisher. Todas as analises realizadas assumiram um nivel de
significancia de 0,05, sendo realizadas com auxilio dos pacotes ExpDes.pt e ggplot2 do

programa R (R Core Team, 2019).

3. Resultados
Segundo os resultados obtidos em relagdo as varidveis abidticas, foi observado
que todas elas se encontram dentro dos padrdes indicados como ideais para cultivo de

Rhamdia quelen em tanques de piscicultura (Tabela 1).

Tab. 1 — Meédias das variaveis abidticas avaliadas ao longo das 72 horas de
experimentacdo, e valores de referéncia para cultivo de Rhamdia quelen.

12h 24h  4gh  72n  Referéncia
para cultivo
Temperatura Manoel Gomes 26,63 2590 2553 25,550 24 232°C
(°C) Tormenta 26,20 25,77 25,83 25,50
Manoel Gomes 7,53 7,07 7,37 7,48
pH Tormenta 724 715 702 730 ASX=85
Amonia Manoel Gomes 0,00 2,50 2,00 3,90 >0.1
(mg.L ) Tormenta 0,10 0,30 1,80 2,40 ’
oD Manoel Gomes 7,23 1,77 1,47 6,90 > 500
(mg.LY) Tormenta 7,27 737 7,00 7,03 ’
Nitrito Manoel Gomes 0,04 0,05 0,03 0,04 05<x< 10
(mg.LY) Tormenta 0,12 0,08 0,05 0,08 ’ ’
Nitrato Manoel Gomes 1,30 0,8 1,30 1,20 <200
(mg.L™?) Tormenta 1,90 1,1 1,80 1,70 '
Amobnia Tdéxica Manoel Gomes 0,00 0,03 0,04 0,09 <01
(mg.LY) Tormenta 0,002 0,004 0,02 0,04 ’

*Fonte: Temperatura - (Andrews et al., 1972; Chippari-gomes and Gomes, 1999)/ ph -
(Alabaster and Lloyd, 1980; Boyd and Lichtkoppler, 1979; conama, 2005; Reis and
Mendonca, 2009; Summerfelt, 1990) / oxigénio dissolvido - (Gomes et al., 2000b)/ nitrito
- (Amaral et al., 2015) / nitrato - (Graeff et al., 2008)/ amdnia toxica - (Graeff et al., 2008)
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Os animais apresentaram sobrevivéncia semelhantes, sendo que o percentual de
individuos vivos permaneceu similar ao longo do tempo entre 0S grupos em
desenvolvimento nas éaguas dos dois rios (x?=0,0049; p=0,999). Contudo, foram
verificadas as areas totais das larvas entre 0s horarios, comparando-as entre os riachos,
sendo verificadas diferengas estatisticas significativas entre os riachos (F2=26,30;
p<0,0001) e entre os tempos de desenvolvimento (F2=119,43; p<0,0001). Em média, foi
verificado ao longo de todo o periodo que as larvas em desenvolvimento nas aguas do
riacho Tormenta foram significativamente menores (8,06+0,40 mm?) do que as areas das

larvas em desenvolvimento nas guas do riacho Manoel Gomes (9,44+0,37 mm?, Fig. 2).

10.0 1

7.54

5.01

Larvae area (mm2)

2.5

0.01

RefeFence Impa;cted
River

Figura 2. Area das larvas em desenvolvimento nas aguas dos riachos Manoel Gomes
(REF) e Tormenta (IMP).

3.1 Metabolismo energético

Hexoquinase (HK): houve diferencas significativas entre os horarios (F=38,32;
p<0,0001), e na interacdo entre rios e horérios (F=10,3; p<0,00005). Em 12 horas a
atividade da HK entre os individuos em desenvolvimento nas aguas do Rio Tormenta,
considerado como local impactado (IMP), foi significativamente mais elevada que a
observada entre os individuos do Rio Manoel Gomes, local referéncia (REF) (p<0,05).
Em 24 horas, ndo foram observadas diferencas significativas (F=2,6; p>0,05), mas em 48
e 72 horas houve uma reducéo das atividades enzimaticas, porém mais acentuada em IMP
guando comparado a REF (F=6,55, p<0,05; F=11,84, p<0,05, respectivamente, fig. 3A).
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Fosfofrutoquinase (PFK): Foram observadas diferencas estatisticas entre 0s rios
(F=42,01, p<0,0001), entre os horéarios (F=188,74, p<0,0001) e na interacdo dos rios e
horérios (F=25,03, p<0,0001). Em 12 h e 24 h foi observado que os valores do local IMP
se apresentaram significativamente maiores que o rio REF (F=88,13, p<0,0001; F=27,53,
p<0,0001, respetivamente). Nos demais horarios ndo houve diferencas significativas
entre os rios (p>0,05), porém foi observado a queda das atividades enzimaticas nos dois
locais (fig. 3B).

Citrato Sintase (CS): apresentou diferencas entre os rios (F=9,98, p<0,05), entre os
horérios (F=33,91, p<0,0001) e entre os rios e horarios (F=3,31, p<0,05), sendo que, em
24h, a atividade enzimatica do rio IMP se apresentou reduzida quando comparada com o
rio REF (F= 17,15, p<0,0001, fig. 3C).

Lactato desidrogenase (LDH): foi possivel observar diferengas significativas entre os
rios (F= 17,657, p<0,0001), entre os horérios (F= 37,99, p<0,0001) e na interacdo dos
rios e horarios (F=55,05, p<0,0001). Em 12h de desenvolvimento a atividade enzimatica
dos individuos do local IMP apresentaram-se elevadas em relacdo ao local REF
(F=164,43, p<0,0001), com posterior reducdo em 72h (F=17,78, p<0,0001, fig. 3D).
Malato Desidrogenase (MDH): indicou diferencas estatisticas em relacdo aos horarios
(F=6,67, p<0,05), entre os rios (F=45,314, p<0,0001), e na interacdo entre rios e horarios
(F=11,68, p<0,0001). Em 48h foi observado que no local IMP as meédias estavam
reduzidas em relacédo ao local REF (F=39,95, p<0,00001, fig. 3E).

3.2 Sistema antioxidante

Catalase (CAT): foram obtidas diferencas entre horarios (F=64,419, p<0,0001) e na
interacdo dos rios e os horarios (F=8,44, p<0,0001). Em 48h o rio IMP apresentou médias
significativamente menores do que o rio REF (F=11,97, p<0,05). Em 72h houve uma
inversdo, sendo que no rio IMP houve uma elevacdo significativa das médias em relacdo
ao REF (F=12,55, p<0,05, fig. 4A).

Glutationa Peroxidase (GPx): apresentou diferencas estatisticas em relacdo aos rios
(F=7,65, p<0,05), entre os horarios (F=24,17, p<0,0001) e na interacao dos rios e horarios
(F=33,56, p<0,0001). Em 12h, os individuos em desenvolvimento em IMP apresentaram
atividade aumentada em relacdo ao REF (F=27,24, p<0,0001), havendo uma inversdo dos
valores médios em 24h (F=9,62, p<0,05), e em 48h (F=70,87, p<0,0001, fig. 4B).
Glutationa Redutase (GR): esta enzima indicou diferencas significativas apenas em

relacdo aos horarios (F=77,08, p<0,0001), sendo que entre os rios as médias foram
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consideradas iguais (F=2,29, p=0,13). Porém, é importante ressaltar que a medida que o
tempo de desenvolvimento foi avancando, as médias da atividade foram decrescendo
gradativamente, até que em 72h as médias estdo proximas a zero (fig. 4C).

Glutationa transferase (GST): houve diferencas significativas em relagdo aos horarios
(F=29,61; p<0,0001) e na interacdo dos horarios e rios (F= 15,67, p<0,0001). Em 12, 24
e 72 horas, a atividade da GST entre os individuos do riacho IMP foi significativamente
mais elevada que a observada entre os individuos em desenvolvimento nas aguas do local
REF (p<0,05). Em 48h de desenvolvimento, os individuos do local IMP apresentaram

médias significativas menores em relagdo em relacdo a REF (p<0,05; fig. 4D).

3.3 Disturbios detectados

Lipoperoxidagdo (LPO): houve diferengas significativas em relacdo aos rios (F=19,20,
p<0,0001) e em relagdo aos horéarios (F=25,58, p<0,0001), sendo observado maiores
médias em IMP quando comparado a REF (fig. 5A).

Atividade da enzima colinesterase: houve diferencas significativas entre os rios (F=
82,260; p<0,0001), entre os horarios (F=95,9; p<0,0001) e na interacdo de rios e horarios
(F=30,2; p<0,0001). Em 48h foram observados menores valores da atividade enzimatica
do local IMP em relacdo ao REF (F=111,49; p<0,0001), sendo que tal inibicdo se manteve
em 72h (F=61,43; p<0,0001; fig. 5B).
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Figura 4. Médias e erros-padrao das atividade das enzimas do sistema antioxidante em
individuos em desenvolvimento em aguas de local referéncia (Reference) e impactado
(Impacted), durante 72 horas de experimentacdo. A) catalase; B) glutationa peroxidase;
C) glutationa redutase; D) glutationa S-transferase. O asterisco (*) representa diferencas
significativas entre os riachos no mesmo periodo de desenvolvimento embrionario. As
letras diferentes indicam diferengas significativas ao longo do tempo de desenvolvimento
embrionario no mesmo riacho.
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Figura 5. Médias e erros-padrdo em individuos em desenvolvimento em aguas de local
referéncia (Reference) e impactado (Impacted), durante 72 horas de experimentacdo. A)
lipoperoxidacdo; B) atividade da enzima colinesterase. O asterisco (*) representa
diferencas significativas entre os riachos no mesmo periodo de desenvolvimento
embrionario. As letras diferentes indicam diferencas significativas ao longo do tempo de
desenvolvimento embrionario no mesmo riacho.

4 Discussao

A analise dos animais que se desenvolveram em aguas do rio Manoel Gomes,
considerado com rio de referéncia (REF), foi observado variagdo da modulagéo
enzimatica em relagcdo as fases de desenvolvimento. Foi verificada a inducdo do
metabolismo aerébico nas primeiras 24 horas, a qual foi representada por aumento na
atividade da HK e CS, e reducdo dréastica da atividade das enzimas da via glicolitica e
ciclo de Krebs em 48 e 72 horas (HK, PFK e CS). Esta mudanca de comportamento
enzimatico parece estar relacionada com uma economia de energia durante eventos
marcantes como a eclosdo, abertura da boca e opérculo, inicio da natagdo e a rapida
reducdo do saco vitelinico. Por este motivo, a discussdo dos resultados serd abordada
sobre as alteracbes metabolicas e fisioldgicas observadas entre os individuos em
desenvolvimento nas dguas do rio Tormenta, considerado como impactado, dando énfase
em duas etapas: no periodo entre fertilizacdo e organogénese (12h e 24h), e durante a
morfogénese (48h e 72h).
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4.1 Efeitos entre as fases de fertilizacdo a organogénese

No riacho Tormenta, definido como impactado (IMP), observamos em 12h e 24h
a inducdo das enzimas HK e PFK quando comparadas com o riacho Manoel Gomes
(REF). Estas duas enzimas fazem parte da via glicolitica, sendo que a HK converte glicose
em glicose-6-fosfato, e a PFK forma frutose-1,6-bifosfato a partir de frutose-1-fosfato
(Kuettner et al.,, 2010). O presente achado sugere, portanto, uma alteracdo no
desenvolvimento metabolico dos animais em IMP, uma vez que em 24 horas se esperava
uma maior atividade no Ciclo de Krebs, como observado em REF. O aumento da
atividade das enzimas HK e PFK, acompanhadas pela reducdo da atividade da CS, pode
estar relacionado a efeitos negativos dos contaminantes presentes na agua de IMP.
Possivelmente, a inducdo da LDH observada nas primeiras 12 horas pode estar
relacionada a busca de via alternativa para manutencéo da producéo de ATP, o que indica
que pode ter ocorrido distdrbios na producéo de energia destes animais. E provavel que
esse aumento na demanda energeética esteja relacionado a ajustes fisioldgicos relativos a
pior qualidade ambiental observada no riacho Tormenta.

O atraso no desenvolvimento metabdlico em IMP também foi constatado pelo
aumento da atividade da LDH em 12h, quando se esperava valores reduzidos conforme
observado em REF. A principal funcdo da LDH é regenerar NAD+ e reduzir a
concentracdo de piruvato, para manutencdo da via glicolitica em baixa concentracdo de
oxigénio (Nelson et al., 2015). A inducdo da LDH pode ser resposta para qualificar
situagdes ambientais estressantes, como por exemplo, situacdes de baixa disponibilidade
de oxigénio (Zakhartsev et al., 2004). Nossos achados sdo corroborados por estes fatos,
sugerindo que a alocacdo dos ovos nas dguas IMP promoveu um aumento da demanda
energética, induzindo a via anaerdbica, possibilitando regulacées fisioldgicas devido a
exposicao a uma agua de pior qualidade. Em trabalho de Nimet et al. (2017), sedimentos
deste mesmo riacho foram avaliados, sendo encontrados 6,32 ppb de organofosforados, e
um valor médio de pH equivalente a 6,8 em suas aguas.

Os marcadores utilizados para acompanhamento da defesa antioxidante foram
CAT, GPx, GR e LPO. Entre os animais do grupo IMP em 24 h, observou-se reducédo da
atividade da GPx quando comparado a REF, sugerindo a deplecdo de GSH em funcdo de
seu uso pela GST, em um processo de detoxificacdo de xenobidticos. A inducdo da
atividade de GSTs acompanhado pela inibicdo de GPx também foi observada em Brycon

cephalus expostos a organofosforado. A utilizacdo massiva da biotransformacéo de fase
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Il causa deplecdo nos niveis de GSH no sistema e a deplecéo desse importante substrato
aumenta o risco de estresse oxidativo (Monteiro et al., 2006).

Enquanto a atividade de GPx estd estimulada nas primeiras 24 horas de
desenvolvimento, a atividade enzimatica da catalase encontra-se reduzida nos dois
riachos. Explicacfes plausiveis para este comportamento incluem a utilizacao da via GPx
para degradacdo de H.O, como também a baixa expressdo da enzima nos periodos
iniciais do desenvolvimento. Devido a ndo avaliacdo desses fatores, as suposi¢des aqui
apresentadas s@o especulativas.

Por meio do aumento da reacdo de lipoperoxidacdo dos individuos expostos a
aguas do IMP, podemos considerar que nas primeiras horas de exposicdo € possivel
propor a presenca de danos celulares. O aumento de peroxidacao lipidica potencializa
alteracOes estruturais no DNA, devido ao aumento da permeabilidade da membrana
(Vieiraetal., 2017). Tal padrao foi também observado em Alburnus mossulensis expostos
a baixas concentracdes (1,25 ug/L) de fenpropatrina, ressaltando, dessa forma, a
capacidade dos agrotdxicos em perturbar os parametros bioquimicos de defesa das células
(Banaee et al., 2014).

4.2 Efeitos na fase de morfogénese

A partir de 36h de desenvolvimento, os espécimes de R. quelen iniciam um
periodo de adaptacdo fisiolégica. Nesse momento, o embrido € chamado de larva,
apresenta boca e opérculos abertos (Rodrigues-Galdino et al., 2009). Esse momento
especifico de abertura opercular torna o contato da larva com a agua ainda mais intrinseco,
podendo justificar a modulacdo de varias enzimas a partir deste estagio de
desenvolvimento.

Durante a morfogénese sugerimos que 0s animais apresentaram equalizacdo do
metabolismo energético anaerdbico, ndo havendo necessidade da expressdo de vias
alternativas de producdo de glicose. Porém, em 72h é evidenciada menor atividade de
LDH nos individuos de IMP quando comparada a REF. Aléem da LDH ser uma enzima
importante na identificagdo de risco ambiental, ela pode evidenciar o estado respiratorio
de animais aquaticos (Almeida et al., 2002).

Quanto ao sistema antioxidante, houve deplecdo da atividade de GR em ambos 0s
grupos, o que promove a diminuicdo da disponibilidade de GSH. Quando esse substrato
tem seus niveis reduzidos, a atividade de enzimas dependentes também se altera, como

observado pela reducéo da atividade de GPx e GST, especialmente entre os animais do
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grupo IMP. Sugere-se, portanto, que entre os peixes de IMP houve reducéo do potencial
de defesa antioxidante da célula, especialmente pela possivel reducdo de GSH. Em
contraponto, a reducdo de atividade da GR e GPx, durante a morfogénese houve aumento
da atividade de CAT, possivelmente justificado pela fungéo similar a GPx de oxidar H20-
em H>O e O.. Contudo, ressalta-se que este também pode ser um resultado similar ao
encontrado em Brycon cephalus exposto a concentracdo subletal de metilparation
(organofosforado), que também apresentou diminuicdo da GPx e aumento da atividade
da catalase (Monteiro et al., 2006).

A entrada de compostos xenobidticos em rios por meio da lixiviagdo de moléculas
quimicas presentes nos solos, causa ativacdo de enzimas com funcéo de detoxificacgéo,
como as GSTs. As GSTs fazem parte de uma familia de enzimas que catalisa a conjugacéo
da glutationa reduzida a uma ampla gama de substratos, garantindo a formacdo de
compostos polares que sdo mais facilmente excretados (Mannervik E Jemth, 2001). Em
48h a atividade de GST aparecem inibidas em IMP, possivelmente em consequéncia da
deplecdo de GSH, conforme descrito anteriormente. Novamente, sugerimos que a
abertura opercular faz com que o contato do animal com a agua seja ainda mais intenso,
aumentando assim a a¢do de agentes estressores presentes na dgua, 0s quais podem causar
uma elevacdo na concentracdo das EROs, reduzindo ainda mais o potencial antioxidante
na célula.

Como consequéncia da reducdo da atividade do sistema antioxidante, foi
observado um intenso aumento da reacdo de lipoperoxidacdo, sendo, portanto, um
indicativo da instalacdo de estresse oxidativo e de danos celulares. Locais contaminados
com xenobioticos podem induzir ao aumento dessas reacfes, conforme ja descrito por
Ferreira et al., (2010) em Rhamdia quelen exposto a metilparation, glifosato e
tebuconazole. Além de pesticidas, também foi verificado o aumento de peroxidacéo
lipidica em R. quelen exposta ao metal pesado cadmio (Pretto et al., 2010).

Apbs 48h da fecundacdo, a expressao génica de ChE tornou-se mais efetiva entre
0s animais de ambos os grupos. Contudo, ao comparar a atividade enzimatica de ChE em
IMP em relacdo a REF, observa-se a inibicdo de sua atividade. Tal fato parece confirmar
a presenca de agrotdxicos organofosforados, conforme relatado por Nimet et al. (2017),
sendo que tais produtos tém a capacidade de inibir a atividade de colinesterases (Quinn,
1987). A inibicdo das enzimas acetilcolinesterases tem efeito direto na motilidade, devido
ao acumulo por mais tempo das colinas nas fendas sinapticas nos masculos, fato que reduz

a capacidade predadora e de fuga do animal, esse mesmo efeito inibitorio parece explicar
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o tamanho reduzido dos animais do rio IMP, por reduzir a capacidade de desempenho de
suas funcgdes bioldgicas como alimentacdo. Em contrapartida, outras enzimas da familia
das colinesterases conhecidas como butirilcolinesterases tem funcdo detoxificante e
eventualmente também pode ter fun¢do analoga as acetilcolinesterases, uma vez inibida
contribui para diminuir o poder detoxificante da célula, o que parece reforcar os
resultados da morfometria dos animais. Peixes Colossoma macropomum expostos ao
organosfosforado triclorfon, utilizado contra infec¢des de parasitas acatocéfalos, causam
a diminuicdo da atividade de AChE (Duncan et al., 2019), assim como em R. quelen
exposta a cadmio (Pretto et al., 2010). A atividade de enzima AchE foi mensurada no
cérebro e musculos de peixes (Corydoras paleatus) expostos ao carbamato conhecido
como carbaril, os resultados demonstraram que as atividades de cérebro e musculo foram
reduzidas, porém o fator primordial que leva a mortalidade foi a inibicdo da Ache
muscular (Guiloski et al, 2010).

A partir do exposto, considera-se que o principal achado deste estudo foi a
alteracdo fisioldgica de ovos e larvas de Rhamdia quelen em desenvolvimento em aguas
do riacho Tormenta (IMP), cujo uso e ocupacdo do solo de sua bacia, eminentemente
agricola, se diferencia do rio Manoel Gomes (REF), cuja ocupacao se caracteriza por um
local de ampla preservacdo ambiental ao se encontrar dentro de uma Unidade de
Conservacdo (Parque Nacional do Iguagu).

Afora tal resultado, ressalta-se a significativa alteragdo da fisiologia dos animais
a partir de 36 horas de desenvolvimento, havendo o inicio da abertura opercular e,
portanto, maior contato com o0 meio externo. Desta forma, 0s animais em
desenvolvimento em aguas do riacho Tormenta passam a se expor ainda mais aos
Xenobioticos, e, portanto, exacerba-se os efeitos deletérios nos organismos. Sendo assim,
afirma-se o impacto causado nos estagios iniciais de desenvolvimento de R. quelen,
promovido pela exposicao a aguas oriundas de riachos, cujas microbacias tém o uso do
solo essencialmente voltado a agricultura. Tal fato € um alerta a garantia de fitness de

espécies nativas desta regido, constantemente expostas a essa situacdo de impacto.

5. Concluséao

As aguas de riachos localizados em microbacias com uso e ocupacdo do solo
voltado a agricultura podem promover efeitos deletérios em organismos nédo-alvos, como
0s peixes. Os testes indicaram que aguas provenientes de riachos, cujas bacias sdo

eminentemente agricolas, induzem o estresse oxidativo, perturbam as etapas de producéo
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de energia, causam danos fisioldgicos e alteram a atividade de enzimas colinesterases.
Esses efeitos podem estar associados ao risco de altera¢des no estado de salide de animais,
como perda da mobilidade, diminui¢do do tamanho corporal e enfim, efeito indireto sobre
a dindmica das comunidades bioldgicas. Locais predominantemente agricolas, além
causar efeitos negativos no meio ambiente podem afetar a salide humana, j& que 0s peixes
frequentemente fazem parte da dieta alimentar. Tais fatos, reafirmam a necessidade de
estudos constantes de qualidade ambiental, assim como fiscalizagdo e instrugdo em
relacdo a forma de uso de agroquimicos e sua eliminac&o.
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well as new methods that were used during the study (if any). Please have a look at the examples here:
example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please use
'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per
bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the research, the
principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it must
be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s)
and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must
be defined at their first mention in the abstract itself (and then later again when used in the text, see
Abbreviations).

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate
file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328
pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 ¢cm using a regular
screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example
Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's lllustration Services to ensure the best presentation of their images and
in accordance with all technical requirements.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of). Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will be
used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the
article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first mention there,
as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not,
therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those individuals
who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading
the article, etc.).

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If other
quantities are mentioned, give their equivalent in SlI. You are urged to consult IUPAC: Nomenclature of
Organic Chemistry: http://www.iupac.org/ for further information.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in line with
normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms,
e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently
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denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if
referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case,
indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of
the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.
Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

» Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

» For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a single
file at the revision stage.

* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or convert the
images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and
line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is
required.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.

* Supply files that are too low in resolution.

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS
Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color
figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color online (e.g.,
ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the
printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from
Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online
only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray scale'
(for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable black and
white versions of all the color illustrations.
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Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself)
and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all
symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables below
the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the
use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the
article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any
references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal communications are
not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and should include a
substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation
of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the sources
cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as Scopus, CrossRef
and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please note that incorrect
surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When copying
references, please be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged.

A DOl is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article. An
example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James
D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath
northeastern VVenezuela. Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please
note the format of such citations should be in the same style as all other references in the paper.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them in
your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and
global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly identify it
as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in the text)
to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages EndNote
(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only need
to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references and citations
to these will be formatted according to the journal style which is described below.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or
format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter
title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article number or pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied
to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof



64

stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged
according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of publication;
2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al. (2010) have
recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if necessary.
More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by the letters 'a’, 'b',
'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak wilt disease and
surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith, R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.



