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Resumo

A utilizacdo do praguicida Diuron na agricultura e a sua metabolizacdo no ambiente em
compostos potencialmente tdxicos pode comprometer a satde dos ecossistemas aquaticos e de
organismos nao alvo ali presentes. O objetivo principal deste estudo avaliou se 0s metabolitos
3-(3,4-diclorofenil)-3-metilureia (DCPMU), o 3,4-diclorofenilureia (DCPU) e o 3/4-
dicloroanilina (DCA) gerados a partir da biotransformacéo do diuron, geram mais ou menos
efeitos que o proprio diuron em parametros genotoxicos e bioquimicos em peixes Astyanax
sp. Foram realizados testes de toxicidade com o diuron e os metabolitos a fim de obter a CLs
de cada composto. Foi visto que o diuron e o DCA possuem semelhante toxicidade a
lambaris, uma vez que seus valores de CLso foram muito préximos (0,75 e 0,89 mg/L,
respectivamente). O valor de CLso para 0 DCPMU foi duas vezes maior (1,42 mg/L) e para o
DCPU foi de trés vezes maior que a do diuron (>3,0 mg/L), o que indica ser o metabdlito de
menor potencial toxico. A partir do valor de CLsp, realizou-se a exposi¢do dos lambaris a
concentragdes subletais (CL;= 0,015 mg/L e CL10=0,15 mg/L do diuron) por dois e sete dias
para avaliar os parametros bioquimicos e genotdxicos desses compostos. A genotoxicidade foi
avaliada pelo método do cometa e foi visto que a metabolizacdo do diuron ndo minimiza 0s
efeitos genotdxicos em lambaris uma vez que os metabdlitos DCA, DCPMU e DCPU séo
capazes de causar lesbes no DNA dos peixes. Parametros bioguimicos foram avaliados pela
medida da atividade de enzimas de biotransformacdo (EROD e GST), de defesa antioxidante
(SOD, GPx e CAT) e ocorréncia de peroxidacdo lipidica (MDA). A atividade da EROD
aumentou pela exposicdo dos lambaris aos trés metabdlitos em branquias e figados. A GST
foi inibida pela exposicdo ao DCA, nas branquias e pela exposi¢cdo ao DCPMU e DCPU em
branquias e figado. A atividade da GST aumentou no figado de lambaris expostos ao DCA. A
SOD foi induzida em todos os tratamentos com os metabolitos e a GPx nas exposi¢fes com o
DCPMU e DCPU. A atividade da CAT aumentou na exposicdo DCA, diminuiu na exposicao
ao DCPMU e DCPU nos dois tecidos e também ao diuron no figado. Este estudo mostra que a
exposicdo ao diuron e aos trés metabolitos alteram pardmetros bioquimicos indicadores de
estresse oxidativo em lambaris nas condi¢Ges experimentais testadas. De maneira geral, a
exposicdo aos metabolitos provocou mais alteragfes nos peixes quando comparada com a

exposicdo ao diuron.

Palavras chave: Diuron, metabdlitos, Astyanax sp.



Abstract

Diuron is a pesticide used in the agriculture and its transformation in potential toxic
compounds can be harmful to aquatic ecosystem and animals. This work had as main
objective discover if the metabolites 3-(3,4-dichlorophenyl)-3-methylurea (DCPMU), 3,4-
dichlorofhenylurea (DCPU) and 3,4-dichloroaniline (DCA) produced in the diuron
degradation may cause more or less effects than the pesticide in genotoxic and biochemistry
parameters in fish. Toxicity tests were performed with the diuron and its metabolites to obtain
the LCso. We observed that the diuron and the DCA have similar toxicity to fish observed by
the low values of LCsg. The DCPMU LCs is twice higher and DCPU is three times higher
than diuron and DCA. It indicating that these metabolites can be less toxic than the others
compounds. From LCsq values, fish exposures were performed at LC; (0.015 mg/L) and LCyy
(0.15 mg/L) of diuron concentration by two and seven days. The genotoxicity was measured
by comet assay and we observed that the degradation of diuron increase the genotoxic effects,
whereas the DCA, DCPMU and DCPU are able to promote DNA damage. Biochemistry
parameters were measured by analysis of biotransformation enzymes (EROD and GST),
antioxidant defenses (SOD, GPx and CAT) and lipid peroxidation (MDA). EROD activity is
increased after all metabolites exposure in both tissues. GST activity is inhibited after DCA
gill exposure and DCPMU and DCPU gill and liver exposures. GST activity also is increased
after DCA exposure in liver. SOD is induced in all metabolites treatment and GPx to DCPMU
and DCPU exposure. CAT activity is increased after DCA exposure and it is inhibited after
DCPMU and DCPU exposures in both tissues. CAT is also inhibited after diuron exposure in
the liver. The exposure of diuron and its three main metabolites can change biochemistry
parameters indicators of oxidative stress in Astyanax sp. in the conditions tested in this study.
In general, the exposures of metabolites promote more changes in the metabolism of

detoxification of fish than the diuron.

Keywords: Diuron, metabolites, Astyanax sp.
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1 Introducéo

A cana-de-acucar foi introduzida no Brasil no periodo colonial e hoje é uma das
principais culturas da economia brasileira. Desde a década de 70, com o langcamento do
Proélcool, o etanol produzido a partir da cana-de-agtcar é o combustivel renovavel mais
comercializado no pais (PETROBRAS, 2013; MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2013).

Responsavel por produzir mais da metade do agtcar vendido no mundo, o Brasil é lider
mundial na producdo de cana-de-aclcar e etanol. Atualmente, o pais possui mais de nove
milhdes e meio de hectares de area plantada com cana e a previsdo é que essa area dobre até
2020. A estimativa de colheita para os anos de 2018/19 é de mais de 47 milhGes de toneladas
de cana e uma producdo de mais de 58 bilhdes de litros de etanol para consumo interno e
externo, o que corresponde a um aumento significativo em relagdo a producdo do ano de 2008
(MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2013).

A cana-de-acucar é produzida em quase todo o territério nacional sendo que 60% dessa
producgéo estdo concentradas no estado de S&o Paulo. Com mais de cinco milhdes de hectares
de area planta, Sdo Paulo destaca-se por ser o principal estado produtor e consumidor de cana-
de-acucar seguido de Minas Gerais e Paran, com mais de 800 mil e 600 mil hectares,
respectivamente (UNICA, 2011).

O crescimento continuo desse tipo de producdo exige uma grande expansdo da area
plantada. Aliado a esse crescimento, problemas ambientais podem ser intensificados com essa
atividade agricola. A monocultura pode causar, além da reducdo da biodiversidade gerada
pelo desmatamento, a contaminacao de aguas superficiais e subterraneas devido ao excesso de
quimicos aplicados no solo que s&o utilizados como adubos, corretivos minerais, herbicidas e

defensivos agricolas (EMBRAPA, 2014).
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O uso de praguicidas para o controle de pragas e de plantas daninhas é pratica comum
na lavoura e importante para obter de altos rendimentos na producdo agricola. E um método
quimico muito utilizado, pois tem a vantagem de ser economicamente viavel em funcéo da
méao-de-obra barata e rapidez na aplicacdo (IEA, 2007). Porém, a contaminacdo do solo e da
agua por esses compostos pode prejudicar esses sistemas, principalmente a salde dos
organismos ndo-alvo que ali vivem (VEIGA et al., 2006).

A principio, esses compostos eram estaticos, ou seja, possuiam baixa solubilidade em
agua e adsorviam fortemente ao solo. Com a manipulacdo dessas substancias ao longo do
tempo, os praguicidas foram se tornando mais tdxicos e cada vez mais solGveis em agua, 0
que facilita o transporte a compartimentos aquaticos. A elevada persisténcia dos agrotdxicos
requerida para uma melhor eficacia biocida provoca também, maiores riscos ao ambiente
(VEIGA et al., 2006).

O nivel de contaminacdo gerado por praguicidas depende ndo s6 de fatores como a
persisténcia no ambiente, mas também da toxicidade dos metabo6litos que podem ser gerados
durante sua degradacdo. Estudos mostram que, uma vez no ambiente, alguns compostos
podem ser transformados em metabdlitos potencialmente toxicos, como no caso dos
praguicidas conhecidos pelos nomes comerciais diuron, irgarol 1051, imidacloprid e Fipronil
(GIACOMAZZI et al.,2004; GATIDOU e THOMAIDIS, 2007; SUCHAIL et al., 2009;
HAINZL et al., 1998; SCHENK et al., 2001).

Para uma avaliacdo do potencial de contaminacdo de um composto mais realista, €
fundamental estudar os efeitos causados por esses praguicidas, e também por seus principais
metabdlitos em organismos aquaticos ndo-alvo. A toxicidade destes metabolitos mostra uma
potencial intensificacdo da contaminacéo e define o real impacto ambiental gerado por um

composto (GIACOMAZZI et al., 2004).



12

1.1 Diuron e metabodlitos

Diuron é um herbicida usado em areas agricolas e ndo agricolas, como por exemplo, em
instalaces industriais. Pode ser usado em diferentes culturas como a da cana-de-agucar,
algoddo, café, uva e frutas citricas. Em 2011, no Brasil, quase dez mil toneladas desse
composto foram utilizados na agricultura. Este composto destaca-se entre os herbicidas mais
utilizados principalmente na cultura da cana-de-agucar (Da ROCHA et al., 2013).

O diuron, N-(3,4-diclorofenil)-N, N-dimetiluréia (Figura 1), € um composto que
pertence ao grupo quimico das feniluréias (MUSUMECI et al., 1995). O agrupamento uréia
do diuron age bloqueando a transferéncia de elétrons no fotossistema Il da fotossintese
impedindo assim, a producdo do oxigénio e o crescimento de plantas e micro-organismos

(GIACOMAZZI et al., 2004).

ZT
=

Cl

Y\\
0
Cl

Figura 1: Estrutura molecular do N-(3,4-diclorofenil)-N, N-dimetilureia, o praguicida diuron. Figura feita no
software ChemDraw.

O diuron possui moderada solubilidade em &gua, alta capacidade de adsorgédo
(GIACOMAZZI et al., 2004). Compostos quimicos sdo classificados de acordo com sua
periculosidade variando de produto altamente perigoso ao meio ambiente (classe I) a produto
pouco perigoso (classe 1V) (IBAMA, 2014). O diuron é classificado como muito perigoso ao

meio ambiente (classe I1) (NORTOX, 2004).
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Segundo dados do Extension Toxcology Network — EXTOXNET, o diuron é
moderadamente toxico a peixes e possui media persisténcia no ambiente, tendo uma meia-
vida variando de um més a um ano no solo.

Muitos agricultores justificam o uso “seguro” sob o ponto de vista ambiental do diuron
na lavoura em funcdo dessa moderada toxicidade e relativa persisténcia média. Entretanto, a
meia-vida do composto justamente indica 0 tempo para que sua concentracdo diminua pela
metade, 0 que ndo quer dizer que o composto desaparece do ambiente. A formacdo de
diferentes metabdlitos a partir desse praguicida € um fator relevante a se observar.

A metabolizacdo do diuron pode ocorrer por processos bidticos e abidticos (Da ROCHA
et al., 2013). O 3,4-dicloroanilina (DCA) ¢ o principal produto gerado na metaboliza¢do do
diuron. Possui elevada persisténcia no solo, aguas superficiais e subterraneas. E considerado
mais toxico que o proprio diuron e existem alguns estudos que verificaram a toxicidade desse
metabolito a diferentes espécies, como mamiferos, aves e peixes (GIACOMAZZI et al., 2004;
GATIDOU e THOMAIDIS, 2007).

Sabe-se também que, além do DCA, outros dois principais metabdlitos sdo produzidos
durante a metaboliza¢do do diuron. Os derivados do diuron séo gerados pela N-demetilagédo
do praguicida original formando metabdélitos metiluréia e feniluréias (Figura 2) (GATIDOU e
THOMAIDIS, 2007).

A via microbiana é considerada a principal forma de transformacéo do diuron no solo e
0 3-(3,4-diclorofenil)-3-metilureia (DCPMU), 3,4-diclorofeniluréia (DCPU) e 3/4-
dicloroanilina (DCA) séo os principais produtos desta degradacdo (Figura 2) (GIACOMAZZI

et al., 2004).
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Figura 2: Estrutura molecular do 3,4- dicloroanilina (DCA), 3-(3,4-diclorofenil)-3-metiluréia (DCPMU) e 3,4-
diclorofeniluréia (DCPU), principais metabolitos do praguicida diuron. Figura feita no software ChemDraw.

O diuron e seus metabdlitos sdo encontrados no solo, sedimentos e em aguas
superficiais e subterraneas (GIACOMAZZI et al., 2004). Devido a sua elevada toxicidade a
organismos aquaticos, o diuron é considerado um composto de grande preocupacdo ambiental
(OTURAN et al, 2008). Mais que isso, devido a sua alta taxa de metabolizacdo a compostos
potencialmente toxicos, como ja foi observado em estudos com o DCA, a preocupacdo quanto
ao impacto causado por esse composto e seus metabolitos € crescente.

Existem estudos que relatam a ocorréncia desses metabdlitos no ambiente e suas
potenciais toxicidades a organismos ndo-alvo como, por exemplo, em ratos (GATIDOU e
THOMAIDIS, 2007), mas pouco se sabe ainda sobre seus efeitos toxicos em animais
aquaticos (SALVESTRINE et al., 2002; GIACOMAZZI et al., 2004; Da ROCHA, et al.,
2013).

Tendo em vista a utilizacdo do Diuron em larga escala na agricultura, seu transporte a
aguas superficiais e sua metabolizagdo a compostos potencialmente toxicos pode-se afirmar
que é fundamental a realizacdo de estudos em organismos aquéticos a fim de identificar os

efeitos e 0s danos gerados por esses metabdlitos em organismos que ali vivem.
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1.2 Toxicidade

A toxicologia tem como objetivo identificar os potenciais riscos ao ambiente que uma
substancia pode causar, e também as condicdes em que esses riscos podem ser
potencializados. A capacidade de um composto causar efeitos deletérios em organismos é
definida como toxicidade. Ela depende da concentracdo massa/massa, tempo de exposicao e
propriedades quimicas do composto (COSTA et al., 2008).

A toxicidade pode ser medida pelos chamados testes de toxicidade. Nesses testes sdo
gerados dados que sao utilizados como ferramenta para comparar o potencial toxico de
diferentes compostos quimicos, além de permitir comparar a sensibilidade de diferentes
organismos. Sdo também realizados para avaliar os efeitos toxicos de determinadas
substancias e de 4guas contaminadas (COSTA et al., 2008).

O desenvolvimento de protocolos de testes de toxicidade é fundamental para a
ecotoxicologia. Com esses protocolos podem ser definidos concentracdes de limites
permissiveis de compostos no ambiente com niveis de certeza confiaveis para servir de guia a
entidades reguladoras (RONCO et al., 2004).

A agéncia americana de protecdo ambiental (Environmental Protection Agency - EPA)
é um oOrgdo que desenvolve protocolos para a realizacdo de testes de toxicidade. A
padronizacdo desses testes é essencial para a uniformizacgéo, utilidade e reprodutibilidade em
diferentes laboratdrios, a fim de facilitar a comparacdo entre os resultados publicados

(COSTA et al., 2008).
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Os testes de toxicidade podem ser dos tipos cronicos ou agudos. Em testes cronicos sdo
realizados ensaios para medir o efeito de substancias em organismos a concentragcdes sub-
letais por um longo periodo que pode compreender parte ou todo o ciclo de vida do individuo.
Os resultados de testes cronicos sdo geralmente expressos como CENO (Concentracdo de
Efeito ndo Observado) ou CEO (Concentracéo de Efeito Observado) (COSTA et al., 2008).

Ja em testes agudos sdo realizadas exposicdes para medir efeitos de compostos em
organismos durante um curto periodo de exposicdo em relacéo ao ciclo de vida do organismo,
geralmente de 24 a 96 horas. A letalidade ou qualquer manifestacdo antecedente a ela sdo os
efeitos avaliados nos organismos em estudos deste tipo (GHERARDI-GOLDSTEIN et al.,
1990). Os resultados de testes agudos sdo geralmente expressos como ClLsy (concentracao
letal causada em 50% dos organismos expostos) ou CEsg (concentracdo de efeito causada em
50% dos organismos expostos) (COSTA et al., 2008).

A relacdo dose-resposta, ou seja, a relacdo entre a concentracdo de um composto
quimico e o efeito deletério causado ao organismo exposto é fundamental para avaliar o risco
gerado pela substancia ao ambiente. Curvas representativas de relacdo dose-resposta séo do
tipo sigmoide (Figura 3), e nos mostram a concentracdo (CLsp) e 0 coeficiente angular da
parte linear da curva que revela o efeito gerado no organismo (HODGSON, 2004).

Métodos estatisticos foram desenvolvidos a fim de facilitar o planejamento e execucgéo
dos testes de toxicidade. Existem diferentes tipos de métodos. Para dados paramétricos sdo
comumente usados o Probit e Logit. Porém, esses métodos ndo conseguem “entender”
eventuais anomalias nos dados e ndo sdo validos para curvas assimétricas. Para resultados ndo
paramétricos, os metodos Spearman-Karber e timmed Spearman-Karber sdo 0s mais
utilizados. Séo faceis de usar, precisos e sdo validos para curvas simétricas e assimétricas

(COSTA et al., 2008).
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Figura 3: Figura representando uma tipica curva sigmoide de relagdo dose-resposta em testes de toxicidade. A
curva revela a concentragio de uma substancia capaz de matar 50% de uma populagio. Adaptado de Costa et

al. (2008).

Além do efeito na mortalidade, é possivel avaliar também alteracdes nas condicGes
fisiologicas e/ou metabdlicas dos individuos, que indiquem o efeito deletério do composto
testado. Em uma exposicao, organismos aquaticos podem absorver compostos quimicos por
diferentes rotas. Essa absorcao pode provocar efeitos deletérios subletais, tais como alteracdes

nos sistemas enzimaticos de biotransformacdo, permeabilidade de membranas e danos ao

DNA (COSTA et al., 2008).

1.3 Biomarcadores de contaminacgdo aquatica e estresse oxidativo

A qualidade da agua pode ser determinada por parametros fisicos, quimicos e
bioldgicos. Os parametros fisicos e quimicos sdo muito utilizados para avaliar a origem e
concentracdes de contaminantes. Poréem, esses métodos sozinhos possuem a desvantagem de
ndo detectar alteracbes nos organismos que vivem nesse sistema, gerando uma informacéo
parcial sobre a qualidade da &gua (ALMEIDA e RIBEIRO, 2014).

Os biomarcadores sdo uma ferramenta para avaliar o efeito toxico de substancias

poluentes em corpos aquaticos e a relacdo dose-efeito no organismo (RODRIGUES, 2009).
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O termo biomarcador foi definido em 1987 pelo Committee on Biological Markers of
the National Research Council (NRC) como “indicador que sinaliza eventos em sistemas
bioldgicos ou amostras, submetidos a exposicdo quimica” (SCHLENK, 1999). Em outras
palavras, biomarcadores sdo respostas bioldgicas que atuam como sistemas de aviso precoce
indicando a contaminacdo do ambiente antes que ocorram danos mais graves aos organismos
e ao ecossistema (MCCARTHY; SHUGART, 1990).

O uso de biomarcadores, por serem respostas biologicas, oferecem informacdes
adicionais necessarias para a avaliagdo da qualidade de um ambiente aquatico. Mais que isso,
0 uso de biomarcadores em estudos de monitoramento possibilita a determinacdo de efeitos
adversos causados em organismos aquaticos por concentracdes subletais de diferentes tipos de
contaminantes (ALMEIDA e RIBEIRO, 2014).

Existem diferentes tipos de biomarcadores. Dentre eles, 0os biomarcadores genotoxicos
sdo ferramentas utilizadas para avaliar lesdes no DNA de diferentes organismos causadas por
contaminacdo. Biomarcadores bioquimicos séo ferramentas nas quais sao medidas alteraces
nos sistemas enzimaticos do metabolismo de detoxificacdo dos organismos.

Em uma situacdo de contaminacdo, organismos aquaticos podem absorver e acumular
compostos quimicos em seus tecidos e 6rgdos. O metabolismo de detoxificacdo desses
organismos age de forma a eliminar esses compostos, excretando-os. Para isso, ocorrem
diversas reacdes catalisadas por enzimas que transformam esses contaminantes em compostos
soluveis para serem mais facilmente excretados. Porém, essa atividade de biotransformagéo,
aliada ao aumento do consumo de oxigénio para producdo de energia na mitocéndria e ao
aumento de reacdes redox promovidas por diversos tipos de compostos toxicos nas células,

gera espécies reativas de oxigénio (ERO) (VAN DER OOST et al., 2003).
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Essas ERO sdo, na maioria das vezes, radicais livres que podem reagir rapidamente com
as biomoléculas causando sua desestruturacdo, muitas vezes com decorrente perda de sua
funcdo. Os radicais superoxido e hidroxil, e outras moléculas pro-oxidantes, como o perdxido
de hidrogénio sdo exemplos de ERO (Figura 4) (CONSTANTINI, 2010).

Estas ERO podem causar danos ao DNA, as proteinas e aos lipideos, podendo afetar
diretamente a permeabilidade das membranas celulares pelo processo de peroxidacéo lipidica
(HAMMOND-KOSACK; JONES, 1996). A peroxidacao lipidica é a oxidacdo dos lipideos da
membrana celular causada pelo ataque de ERO. A degradacdo dos produtos da
lipoperoxidacdo resulta em compostos como cetonas e aldeidos, tal como o malondialdeido
(MDA). O MDA ¢ considerado bom biomarcador de contaminacdo aquatica e pode ser
quantificado e usado como indicativo de estresse oxidativo (VAN DER OOST et al., 2003).

Enzimas do sistema de defesa antioxidante atuam para combater as ERO e minimizar os
danos oxidativos causado por elas. Um desbalanco entre a producdo de ERO e a atuagdo de
enzimas antioxidantes gera o estresse oxidativo (LOPEZ-BAREA; PUEYO, 1998). Tanto as
enzimas de biotransformacdo, como as de defesa antioxidante sdo muito utilizadas como

biomarcadores de contaminagéo.
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Figura 4: Geracdo de ERO (radicais superéxido e hidroxil e perdxido de hidrogénio) pela atividade de
biotransformagdo, aliada a producdo de energia na mitocéndria. ERO atacam as membranas celulares pelo
processo de peroxidacdo lipidica e podem causar danos ao DNA, as proteinas e aos lipideos.
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1.4 Enzimas de biotransformacao e de defesa antioxidante

Em geral, compostos presentes no ambiente aquatico sdo absorvidos por peixes por
serem predominantemente lipofilicos. O metabolismo de detoxificacdo de xenobioticos é
realizado pela acdo de diferentes enzimas. Essas enzimas tem a funcdo tornar o composto
absorvido mais solavel para ser eliminado para fora do corpo (HODGSON e SMART, 2001).

O metabolismo de biotransformacéo de compostos quimicos pode ser dividido em trés
fases. Na fase | ocorrem reacbes de oxidacdo, reducdo e hidrdlise. Durante a fase II,
acontecem reagdes de conjugacdo, e na fase Il ocorre a excregao.

Na fase I, grupos reativos polares sdo introduzidos na molécula do composto gerando
substratos que participardo das reacOes de fase Il. Na fase I, o sistema enzimatico
predominantemente responsavel pela oxidacdo das moléculas € o complexo multienzimatico
de monooxigenases citocromo P450 (citP450). Sdo uma superfamilia de heme-proteinas
ligadas a membrana do reticulo endoplasmatico e localizam-se no microssoma principalmente
de células hepaticas. (GIULIO e HINTON, 2008; VAN DER OOST et al., 2003).

A monooxigenacao ocorre pela redugdo de um atomo da molécula de oxigénio em agua,
enquanto o outro atomo € incorporado a molécula do substrato utilizando elétron do NADPH

(Reaco 1) (GIULIO e HINTON, 2008).

RH + O, + NADPH + H* > ROH + H,0 + NADP" 1)

A acdo dessas enzimas envolve uma série de reacOes até que o substrato seja oxidado. O

ciclo das monooxigenases se inicia quando o substrato liga-se com o complexo oxidado (Fe*")

facilitando a transferéncia de elétrons do NADPH ao complexo (Figura 5).
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A molécula de oxigénio liga-se ao complexo agora reduzido (Fe**) e ocorre a
transferéncia do segundo elétron pela acdo da enzima mediadora citocromo b5 redutase.
Posteriormente, ocorre a clivagem da ligacdo dos atomos da molécula de oxigénio, a insercao
de dois prétons e a formacdo de uma molécula de agua. Por fim, o oxigénio é inserido no
substrato para posterior dissociacdo do substrato mais soltvel e do complexo restaurado para
comecar um novo ciclo (Figura 5) (GIULIO e HINTON, 2008).

As enzimas do complexo multienzimatico P450 possuem diferentes isoformas. A
isoforma 1A (CYP1A) age aumentando a solubilidade do composto em &gua, pois catalisa a
reacdo de ligacdo de um pequeno grupo polar com o composto para ser mais facilmente

eliminado do organismo (GIULIO e HINTON, 2008).

Produto (ROH) Substrato (RH)

NADPH citocromo
P450 redutase

H*e-

Figura 5: Ciclo catalitico do P450 para metabolizar o xenobidtico em um substrato soltvel. O ciclo envolve
reacGes de oxirreducdo com a participacdo de elétrons do NADPH de da enzima mediadora citocromo b5
redutase formando uma molécula de 4gua. Adaptado de Nogueira (2008).
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A T7-etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) é o nome dado a isoforma 1A do citocromo
P450 (CYP1A) quando age sobre o substrato 7-etoxi-resorufina (Figura 6). Em peixes, a
CYP1A é responsavel pela biotransformacdo de uma variedade de compostos como os HPA,
PCB e dioxinas. Ha também estudos que mostram a inducdo da CYPL1A ap0s exposi¢des in
vitro e in vivo ao diuron e outros herbicidas da familia uréia, como o propanil e o linuron
(TAKEUCHI et al. 2008). A EROD é muito avaliada em estudos de contaminacdo aquética e

é considerado bom biomarcador em peixes (WHYTE et al., 2000).

HsC,-0 o) o) HO o) 0
Z cyplA =
— + CH{CHO
= (EROD) =
N N

7-etoxi-resorufina 7-hidroxi-resorufina Etanal

Figura 6: Reacdo mostrando a agdo da EROD sobre o substrato 7-etoxi-resorufina. Adaptado de Whyte et al.
(2000).

A fase 1l do metabolismo de detoxificagdo envolve as reagfes de conjugacdo em que
ocorre a ligacdo do composto a um grupo ligante endégeno como, por exemplo, o acido
glucurdnico e glutationa. Essa ligagdo forma conjugado altamente solGvel em agua para ser
mais facilmente excretado (HODGSON e SMART, 2001).

As glutationa S-transferases (GST) sdo uma familia de enzimas de fase Il do
metabolismo de detoxificacdo que protegem as células contra os efeitos tdxicos de uma
variedade de compostos quimicos e enddgenos. S&o encontradas no citosol das células e
catalisam a reacdo de conjugacdo de glutationa reduzida (GSH) com substratos de carater

eletrofilicos (HODGSON e SMART, 2001).
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Existem diferentes isoformas da GST como, por exemplo, a alpha, mu, pi, sigma, theta e
a zeta. As isoformas alpha, mu e pi sdo as mais encontradas em 6rgaos de detoxificagdo como
o figado. O substrato artificial utilizado na avaliacdo da atividade da GST total € o 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB). Este substrato € muito utilizado, pois apresenta ampla gama de
deteccdo das diferentes isoformas da GST (Figura 7) (VAN DER OOST et al., 2003).

O aumento da polaridade do substrato conjugado reduz a capacidade desse composto de
difundir pela dupla membrana lipidica da célula. O substrato mais soltvel em agua formado
durante a fase | e Il sera excretado na fase Il (GIULIO e HINTON, 2008). A GST é uma
importante enzima de fase Il do metabolismo de biotransformacdo, bastante estudada em

peixes e é considerado um bom biomarcador de contaminacao.

Cl GS
NQO3z NO2
GST
+ GSH o + Hd
NO- NO:
Conjugado

CDNB de Glutationa

Figura 7: Reacdo da GSH com o substrato CDNB catalisada pela GST. Adaptado de Nogueira (2008).

As ERO geradas no organismo tanto como consequéncia da respiracdo, como as geradas
no metabolismo de biotransformacao sédo removidas pelas defesas antioxidantes. O sistema de
defesa antioxidante é formado por enzimas especificas que catalisam reacGes que
transformam os radicais reativos e as moléculas pro-oxidantes em moléculas ndo reativas

(Figura 8) (VAN DER OOST et al., 2003; GIULIO e HINTON, 2008).
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McCord e Fridovich isolaram a superéxido dismutase (SOD) pela primeira vez de
sangue bovino em 1969. As SOD sdo metaloenzimas localizadas no citosol e catalisam a
transformacéo de radicais superdxidos em peroxido de hidrogénio e oxigénio. Essa reagdo
ocorre pela transferéncia de um elétron de um radical superdxido (O,") a outro, na presenca
de prétons formando perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular (Reacdo 2) (VAN DER

OOST et al., 2003; GIULIO e HINTON, 2008).
20,"+ 2H" © H,0, + O, 2)

A SOD ¢é uma importante enzima de defesa antioxidante e € responsiva a uma variedade
de contaminantes. Embora a reacdo catalisada pela SOD faca com que diminua a
concentracdo de radicais superoxidos, ela gera como um de seus produtos o peroxido de
hidrogénio, que na presenca de alguns metais como, por exemplo, o cobre gera o radical

hidroxil (Figura 8) (GIULIO e HINTON, 2008).

peroxidases

radical hidroxil
catalase
anion /

oxigénio
molecular ey peroxldo de radical dgua
hidrogénio e hidroxil -

— - 07" — » Hy02 -  OH’ - - H0

\/u\

peroxidagao lipidica

Figura 8: Esquema de producéo de ERO no metabolismo de detoxificagdo em situagdo de estresse oxidativo e
peroxidacdo lipidica. Adaptado de Hammond-Kosack e Jones (1996).
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Existem dois sistemas enzimaticos que metabolizam o peroxido de hidrogénio; as
catalases (CAT) e as peroxidases. As peroxidases agem sobre uma variedade de peroxidos
organicos, mas a catalase é restrita. A CAT é uma enzima antioxidante localizada nos
peroxissomos das células e promove a reducdo do perdxido de hidrogénio produzido pela
atividade da SOD e, fisiologicamente, produzido pelo metabolismo de &cidos graxos (Reacgéo

3) (GIULIO e HINTON, 2008).

2 H,0, 2 2H,0 + 0, (3)

As glutationas peroxidastes (GPx) sdo enzimas antioxidantes capazes de reduzir o
peréxido de hidrogénio e também perdxidos lipidicos. A reducdo do peroxido de hidrogénio
envolve a transferéncia de elétrons promovida pela oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) a
glutationa oxidada (GSSG). Os produtos dessa reacdo sdo alcool e dgua (Reacdo 4) (ZHANG
et al., 2004).

ROOH + 2GSH - ROH + GSSG + H,0 (4)

Algumas GST além de possuirem a funcdo de biotransformacdo possuem atividade
peroxidase especificas a perdxidos lipidicos. Existem também, algumas GST que atuam como
antioxidantes por conjugar produtos da lipoperoxidacdo, como o hidroxinonenal (GIULIO e
HINTON, 2008).

Esse sistema de defesa é fundamental para a vida celular. As enzimas antioxidantes
previnem as membranas celulares do ataque das ERO. Porém, quando a producdo de ERO ¢
maior que a ativacdo dessas enzimas de defesa ocorre 0 estresse oxidativo. O malondialdeido
(MDA), subproduto da peroxidagdo lipidica, € um indicativo da ocorréncia de estresse

oxidativo (Figura 8).
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1.5 Marcadores genotoxicos

Outra ferramenta muito utilizada para se avaliar o nivel de contamina¢do de organismos
em um ambiente aquatico é pela da analise de lesdes no material genético de organismos
expostos a algum tipo de contaminagdo, a genotoxicidade (LEE et al., 2003). Uma das
técnicas muito utilizadas para avaliacdo da genotoxicidade € o ensaio do cometa devido sua
capacidade de detectar lesGes pré-mutagénicas (KAMMANN et al., 2001).

O ensaio do cometa vem sendo muito utilizado em eritrdcitos de peixes, a fim de avaliar
a contaminacéo de corpos hidricos (SOUZA e FONTANETTI, 2007; VENTURA et al.,2008;
SIMONIELLO, 2009;). Esse ensaio permite a deteccdo de diferentes respostas celulares de
dano e de reparo do DNA em células eucaridticas de qualquer populacdo. Esse método é
capaz de detectar pequenas mudancas, como por exemplo, reparos e a integridade do DNA
(MASCHIO, 2009).

A técnica de eletroforese em gel com células Unicas (Single Cell Gell Electrophoresis -
SCGE), ou ensaio do cometa, foi desenvolvida por Ostling e Johanson em 1984. Neste ensaio,
as células séo englobadas em gel de agarose, espalhadas sobre uma lamina de microscopia,
lisadas por detergentes e por fim submetidas a uma corrente elétrica, em pH neutro. Esta
corrente age como uma forca proporcionando o deslocamento dos segmentos de DNA livres,
resultantes das lesdes, para fora do nucleo em dire¢éo ao anodo.

Atualmente, para realizar a eletroforese usa-se a mesma técnica elaborada por Ostling e
Johanson, porém em pH alcalino (Singh et al.,1988) . O pH neutro limita a aplicabilidade do
teste, pois somente as duplas quebras de DNA sdo visualizadas. Em condi¢des mais alcalinas
é possivel evidenciar também quebras em cadeias simples do DNA, aumentando assim a

eficiéncia do teste (Singh et al.,1988).



27

Para a quantificacdo dos cometas, as laminas sdo coradas com brometo de etidio e
analisadas em microscopio de fluorescéncia. Células com nucleos redondos séo consideradas
normais, porém células que apresentarem “cauda” similar a de um cometa formada por

fragmentos de DNA sdo consideradas células lesadas (Figura 9).

1 2 3 4

Figura 9: Eritrécitos submetidos ao ensaio do cometa. Em 1, nucle6ide saudavel sem quebras em fragmentos de
DNA. Em 2, 3, e 4 percebe-se 0 um aumento na quebra e no deslocamento dos fragmentos de DNA gerados em
uma situacdo de contaminagdo. Adaptado de Matsumoto (2006).

Nas ultimas décadas, o ensaio cometa tem sido constantemente realizado como
ferramenta basica em diferentes areas de pesquisa, inclusive em biomonitoramentos

ambientais (GONTNO; TICE, 2003).

1.6 Peixes como organismos sentinelas em estudos de contaminacéo aquatica

Como consequéncia da atividade antrépica foi observado ao longo dos anos uma
modificagdo das comunidades ecologicas. Essas atividades foram capazes de alterar
parametros fisicos, quimicos e/ou bioldgicos de recursos hidricos, influenciando também na

vida dos organismos que ali vivem (CHOVANEC et al., 2003).
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Organismos sentinelas, ou bioindicadores sao organismos que sdo usados em ensaios
para reproduzir e descrever o ambiente natural, detectando os impactos causados pela
atividade antropica a fim de promover a restauracdo ou remediacdo de um ambiente
contaminado. Segundo Markert (1994), esses organismos contém a informacéo da qualidade
de um ambiente.

Peixes sdo organismos sentinelas intensivamente utilizados em estudos de
monitoramento. S&o muitas as razGes que comprovam que peixes sdo bons bioindicadores. O
tamanho do individuo e de seus 6rgdos que viabilizam diferentes procedimentos analiticos, o
fato de serem consumidores primarios e secundarios refletindo as condicgdes tréficas do
sistema e o0 numero relativamente pequeno de espécies existentes e ja conhecidas sdo algumas
dessas razdes (Di GIULIO e HINTON, 2008).

Praguicidas presentes na agua podem aderir ao material em suspensdo, ser depositados
no sedimento ou ser absorvidos pelos organismos. Quando contaminam ambientes aquaticos,
organismos que vivem ali, como peixes, podem acumular estes agentes quimicos em altas
concentragfes. Quanto menor a afinidade pela agua, maior sera a taxa de absorcdo do
praguicida pelos organismos e, maior sera o efeito a ele causado (RAND; PETROCELLI,
1985). Assim, por meio de parametros bioldgicos discutidos anteriormente, é possivel avaliar
0 impacto gerado por poluentes como 0s praguicidas e seus metabolitos em ambientes
aquaticos.

Para este estudo o organismo teste escolhido foi o lambari Astyanax sp. da familia
Characidae. Esta espécie é comum em rios e lagoas do Brasil, possui grande adaptabilidade a
diferentes habitats e é sensivel a mudancas em seu ambiente natural mostrando ser um bom
organismo para 0 uso em estudos de biomonitoramento, apesar de serem praticamente

inexistentes estudos ecotoxicoldgicos nessa espécie.
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2 Objetivos

Este estudo teve como principal objetivo avaliar se os metabolitos 3-(3,4-diclorofenil)-
3-metilureia (DCPMU), o 3,4-diclorofenilureia (DCPU) e o 3,4-dicloroanilina (DCA) gerados
a partir da biotransformacéo do diuron, geram mais ou menos efeitos que o préprio diuron em
parametros genotoxicos e bioquimicos em peixes utilizando lambaris (Astyanax sp.), a fim de
se saber se a degradacdo do diuron no ambiente diminui o impacto negativo do mesmo para

0S peixes.

Os objetivos especificos foram:

Realizar testes de toxicidade em Astyanax sp. expostos ao diuron e aos seus trés principais

metabolitos por um periodo de 96h para determinar a CLso de cada um deles;

Avaliar os efeitos do diuron, DCA, DCPMU e DCPU nas enzimas de biotransformacéo
EROD e GST ap0s exposicao do lambari por 2 e 7 dias nas concentracdes obtidas de CL;
e CL1o do diuron;

Avaliar o nivel de estresse oxidativo por meio da analise das enzimas SOD, CAT e GPx e
dos niveis de MDA ap0s exposi¢do dos lambaris ao diuron e aos seus trés principais

metabdlitos por 2 e 7 dias nas concentragdes obtidas de CL; e CL;o do diuron.

Avaliar os danos genotdxicos causados pelos quatro contaminantes propostos nos
eritrocitos dos lambaris apds 2 e 7 dias de exposicdo nas concentragdes obtidas de CL; e

CL3 do diuron, por meio na analise do teste do cometa.
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3 Material e métodos

3.1 Organismo Teste

Os organismos utilizados neste estudo foram peixes da espécie Astyanax sp.,

popularmente conhecidos como lambaris (Figura 10).

Figura 10: Espécime de peixe Astyanax sp., conhecido como lambari.

Os peixes foram adquiridos na Piscicultura Stradiotto localizada na cidade de Nova
Cardoso, SP. Apos o periodo de aproximadamente um més de adaptacdo as condi¢bes do
laboratdrio, os lambaris foram aclimatados nos aquarios experimentais por sete dias antes de
comecarem os testes. O peso e tamanho médio dos organismos utilizados nos experimentos de

letalidade e de exposicéao subletal encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Medidas dos lambaris utilizados nos experimentos.

Experimentos Peso () Tamanho (cm)
toxicidade 6,5+£0,4 7,2£0,9
2 dias 6,5+0,2 7,5£0,9

7 dias 6,5+0,3 6,8+1,2
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Os lambaris foram alimentados diariamente durante o periodo de aclimatacdo e foram
mantidos a temperatura (22°C) e aeracdo constantes. Durante 0s periodos de exposicao 0s

peixes nao foram alimentados.

3.2 Diuron e metabodlitos

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados o Diuron, 3-(3,4-diclorofenil)-3-
metilureia (DCPMU), 3,4-diclorofenilureia (DCPU) e o 3,4-dicloroanilina (DCA),

comercializados pela Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA.

3.3 Teste de Toxicidade

Apbs adaptacdo dos animais as condicdes do laboratdrio, 0s peixes passaram por um
periodo de aclimatacdo nos aquarios experimentais durante uma semana. Para cada
contaminante foram separados 50 peixes em cinco grupos de 10, sendo que cada um dos
grupos foi exposto a uma concentracdo diferente do composto, seguindo algumas
recomendacdes do protocolo da EPA-821-R-02-012 (Métodos para Medir Toxicidade Aguda
de Efluentes e Aguas Receptores de Agua doce e Organismos Marinhos) (EPA, 2012).
Devido a baixa solubilidade em agua, os compostos foram diluidos em um solvente organico.
O diuron e seus metabdlitos foram solubilizados em acetona sendo que cada aquario continha
10L de agua e recebeu 0,6 mL de acetona. A mesma quantidade de acetona utilizada nos
tratamentos foi adicionada aos controles para evitar possiveis diferencas no metabolismo do
peixe causadas pela presenca da acetona. Inicialmente foi considerado como o maior valor de
concentragéo no teste, a concentracdo de 1,5 mg/L e as demais concentragOes utilizadas foram

75, 50, 25 e 12,5% da maior concentracgéo (respectivamente 1,125, 0,75, 0,375, 0,188 mg/L).
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Porém, estas concentragdes ndo causaram mortandade em nenhum dos grupos. Com
isso, 0 mesmo teste foi repetido dobrando-se a maior concentracao, e calculando as demais
nas mesmas porcentagens indicadas acima (3,00, 2,25, 1,50, 0,75, 0,38 mg/L). ApGs quatro
dias exatos (96h), foi anotada a mortalidade dos lambaris observada em cada grupo
experimental e com base nos dados obtidos e com auxilio do programa trimmed Spearman
Karber (Phar Lab 386 software, versdo 4.1), foram calculados os valores de ClLsg
(concentracdo necessaria para causar mortalidade em 50% da populacéo) de cada composto

(COSTA et. al., 2008). No teste com o DCPU os peixes morreram somente apds 120 horas.

3.4 Exposicdo dos peixes ao diuron e seus metabolitos para ensaio do

cometa e analises de biomarcadores bioquimicos

A exposicao foi feita em aquérios de 40 x 24 x 19 cm (~18 litros), mantidos em aeracao
constante. Devido ao pouco volume de amostra de tecido (figado e branquias) possivel de se
extrair de cada peixe, cada aquario recebeu dois peixes, ou seja, uma amostra nesse projeto €
representada pelo pool de dois animais. Assim, cada um dos grupos experimentais foi
constituido de cinco aquéarios (N=5), contendo dois peixes em cada. Ap6s um periodo de
aclimatacdo de duas semanas em tanques do laboratério, os peixes foram colocados nos
aquarios e receberam os devidos tratamentos com o diuron e seus metabdlitos, sem adicdo de
solvente, em duas concentragfes (CL;= 0,015 mg/L e CLjo= 0,15 mg/L). Essas concentra¢oes
foram calculadas a partir dos dados dos testes de toxicidade, baseados no valor de CLs do
diuron, possibilitando assim, comparagOes dos efeitos entre os diferentes compostos. Essas
baixas concentragcbes foram utilizadas a fim de se aproximar das concentragdes desses
compostos encontrados no ambiente. No total, o experimento contou com 18 grupos

experimentais (90 peixes), conforme segue:
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- Grupo | - controle: sem adicdo de contaminante, coletado ap6s 2 dias de exposicao;

- Grupo |1 - controle: sem adicéo de contaminante, coletado apds 7 dias de exposicao;

- Grupo I1I: recebeu o tratamento com diuron na concentracéo 1 e foi coletado apos 2
dias de exposicao;

- Grupo IV: recebeu o tratamento com diuron na concentracao 1 e foi coletado ap6s 7
dias de exposicao;

- Grupo V: recebeu o tratamento com diuron na concentracdo 2 e foi coletado apos 2
dias de exposicao;

- Grupo VI: recebeu o tratamento com diuron na concentracao 2 e foi coletado apés 7
dias de exposicao;

- Os grupos VIl ao X receberam 0 mesmo tratamento que os grupos IlI, 1V, V e VI,
porém com o DCA.

- Os grupos Xl ao XIV receberam o mesmo tratamento que os grupos Ill, IV, V e VI,
porém com o DCPMU.

- Os grupos XV ao XVIII receberam o mesmo tratamento que os grupos I, IV, V e VI,

porém com o DCPU.

Apos esses periodos de exposicdo, os animais foram coletados, anestesiados por
imersdo dos peixes em agua contendo 2 mL/L de fenoxietanol, pesados e foi retirado o sangue
para o ensaio do cometa. Em seguida, foi feito um corte ventral nos animais para a retirada do
figado e das branquias que foram imediatamente congelados a -80°C para posterior analise

(Figura 11).
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Figura 11: Coleta de sangue e de tecidos dos lambaris ap0s a exposi¢do aos contaminantes diuron, DCA,
DCPMU e DCPU. Em A, foi retirado sangue dos lambaris por puncéo cardiaca para posterior ensaio do cometa.
Em B foram retiradas as branquias e em C figado para as analises das enzimas de biotransformag&o e parametros
de estresse oxidativo.

3.4.1 Descarte de residuos toxicos e agua contaminada

Apos terminados os experimentos, a agua contaminada dos aquarios passou por um
tratamento de filtros de carvao ativado retendo os residuos toxicos para assim poder ser
adequadamente descartada no ambiente. Todos os residuos quimicos produzidos durante as
analises foram devidamente armazenados em recipientes apropriados e encaminhados ao
entreposto de residuos quimicos do instituto, para posterior remocdo e destinacdo final

adequada.
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3.4.2 Ensaio do Cometa

3.4.2.1 Preparacéo das laminas

Retirou-se o0 sangue de um peixe de cada aquario por punc¢édo cardiaca com seringas de
insulina. Uma amostra de 10 puL de sangue foi diluida em 1000 pL de solucéo fisiologica. Em
laminas previamente gelatinizadas com agarose comum adicionou-se 10 uL da suspensédo
celular e 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%) a 37°C. As laminas
permaneceram em solucdo de lise (1 mL de triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de
solucdo de lise estoque, pH 10,0 — solucdo estoque: NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10
mM, para 1 L) na geladeira por uma hora. Apds o processo de lise celular, as laminas foram
transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese. Para as corridas, acrescentou-se solucéo
alcalina (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM — pH 13), por 20 minutos, na auséncia de luz. Ap6s o
periodo de relaxamento, as ldminas foram submetidas a eletroforese, por 20 minutos a 25 V e
300 mA. Apos a corrida, as ldminas foram neutralizadas com solugdo Tris 0,4M, por 15
minutos e fixadas em etanol por mais 10 minutos. Ap6s a secagem, as laminas foram

armazenadas na geladeira para posterior analise.

3.4.2.2 Andlise das laminas

Para a analise das laminas, a coloragdo foi realizada com brometo de etidio (0,02
mg/mL). Para cada peixe foram feitas duas laminas e foram analisados 100 nucletides (50 em
cada), com a utilizacdo de microscopia de fluorescéncia, filtro B — 34 (excitagdo: A = 420 —

490 nm, barreira: A = 520 nm), em objetiva de 40x.
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Os nucledides foram classificados visualmente, de acordo com a migracdo de seus
fragmentos, sendo classificados em: classe 0 (sem danos); classe 1 (poucos danos); classe 2
(danos medios) e classe 3 (grandes danos), de acordo com a classificacdo sugerida por
Kobayashi (1995) (Figura 9). Os scores de cada tratamento foram calculados multiplicando-

se 0 numero dos nucledides observados em cada classe pelo valor da classe (0, 1, 2 ou 3).

3.4.3 Anadlises bioguimicas

3.4.3.1 Preparo das amostras para a analise das enzimas EROD, GST, CAT, SOD,

GPx

Os tecidos foram homogeneizados em tampéo Tris-HCI 0,2M, pH 7,5 (TRIS-HCI 0,2M;
EDTA 1mM; DTT (DL-Ditiotreitol) 1mM; Sacarose 0,5M e KCI 0,15M) a uma proporcao
1:4, massa:vol e contendo 0,00523g de inibidor de protease (PMSF) 1M. Posteriormente
foram centrifugados a 10.000 x g por 20 minutos. A porcdo sobrenadante foi coletada e
centrifugada a 50.000 x g por uma hora obtendo assim a fracdo citosélica e microssomal. O
microssoma foi ressuspendido em tampéo de Tris-HCI 0,1M; pH 7,5 (TRIS HCI 0,1M; EDTA
ImM; DTT 1mM e KCI 0,1M. As atividades das enzimas GST, SOD, CAT e GPx foram

medidas na fracdo citosolica e na microssomal foi medida a atividade da EROD.

3.4.3.2 Andlise da atividade da 7-etoxiresorufina-0-deetilase (EROD)

A atividade da EROD foi medida em leitor de microplacas por método fluorimétrico na

fragdo microssomal dos extratos proteicos. O método consiste na formacéo de resorufina, que

é fluorescente (excitagdo = 537 nm, emissdo = 583 nm), catalisada pela EROD.
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Foram adicionados aos po¢os tampdo fosfato de potassio 80 mM, pH 7,4, aléem de
solucdo de 7-etoxiresorufina 335 uM, NADPH 10 mM e extrato microssomal. A reacdo foi

observada por 5 min, a 30°C. Os resultados estdo expressos em pmol/min/mg de proteina.

3.4.3.3 Andlise da atividade da Glutationa-S-transferase (GST)

A atividade da GST foi avaliada pelo método de Keen, Habig e Jakoby (1976), adaptado
para leitor de microplacas. A amostra foi adicionada a um meio de reacdo contendo tampéo
fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,5, 100 mM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e 100 mM
de GSH. O aumento de absorbancia foi acompanhado a 340 nm a temperatura ambiente. Os

resultados foram expressos em U/mg de proteina.

3.4.3.4 Andlise da atividade da Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi medida pelo método de Beutler (1975), quantificando a
velocidade de decomposicao do peroxido de hidrogénio pela enzima, por meio do decréscimo
de absorbancia em 240 nm a 30°C. O meio de reacdo continha H,O, 10 mM, Tris 1 M e
EDTA 5 mM, pH 8,0. Os valores de atividade da CAT foram expressos em U/mg de proteina.
Uma unidade de CAT corresponde a quantidade de enzima que hidrolisa 1 umol de H,O, por

minuto, a 30°C em pH 8,0.
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3.4.3.5 Andlise da atividade da Glutationa peroxidase (GPx)

A andlise da GPx foi feita pela técnica de Sies et al. (1979), adaptado para o leitor de
microplacas. Baseia-se na medida do decréscimo de absorbancia a 340 nm, promovido
durante a reducdo da glutationa oxidada (GSSG). A reducdo foi catalisada por glutationa
redutase (GR) em presenca de NADPH a 30°C. O meio de reacdo continha tampé&o fosfato de
potassio 0,1 M, EDTA 5 mM, pH 7,0, NADPH 20 mM, GR 0,1 U/ml e glutationa reduzida

0,1 M. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina.

3.4.3.6 Andlise da Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida pelo método de McCord e Fridovich (1969). Baseia-se
em um sistema de geracdo de superoxido (xantina/xantina oxidase) acoplado a reducdo do
citocromo c pelo radical anion superdxido, provocando aumento de absorbancia em 550 nm a
25°C. A adicdo da amostra contendo a SOD promove uma inibicdo na velocidade de reducéo
do citocromo ¢, uma vez que a SOD compete com o citocromo pelo superéxido gerando
peroxido de hidrogénio. O meio de reacdo continha citocromo ¢ 10 uM, xantina 50 pM,
EDTA 0,1 mM, KCN 20 uM e tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8. Os resultados
foram expressos em unidades de SOD por mg de proteina. Uma unidade de SOD ¢é definida
como a quantidade da enzima que promove 50% de inibi¢do na redugédo do citocromo c, por

minuto, a 25°C em pH 7,8.
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3.4.3.7 Andlise de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi feita pelo método de Bradford (1976) em leitor de

microplacas.

3.4.4 Niveis de Peroxidacao lipidica

Para avaliar os niveis de peroxidacdo lipidica nos tecidos, foi detectada a presenca do
produto formado entre 0 MDA (produto da lipoperoxidacdo) e o acido 2-tiobarbiturico, via
HPLC-UV/VIS em 532 nm (ALMEIDA et al., 2003, 2004). Foram homogeneizados 100 mg
de tecido em 300 puL de tampao Tris—HCI 100 mM, pH 8,0. Em seguida, 300 pL de solugdo
de acido 2-tiobarbitdrico (TBA) 0,4% diluido em HCI 0,2M foram adicionados. As amostras
foram incubadas por 40 minutos a 90°C. Depois deste periodo, as amostras de MDA-TBA
foram extraidas com 1,0 mL de n-butanol apés centrifugacdo a 3500 x g por 3 minutos. No
HPLC, as amostras de MDA-TBA foram injetadas diretamente (20 pul) e monitoradas a 532
nm a 40°C. A fase mével consistiu de solucdo fosfato de potassio monobasico 50 mM, pH 7,0
com 40% metanol, bombeada isocraticamente (1 mL/min). A coluna utilizada foi uma C-18
(150 x 4,6 mm, 5 pum de didmetro de poro). A quantificagdo do MDA foi feita com base em
uma curva padréo, injetando-se previamente no HPLC concentracGes conhecidas de MDA-

TBA. Os dados séo expressos em pmol de MDA/mg de tecido.
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3.5 Analises estatisticas

Os scores do ensaio do cometa, as atividades enzimaticas e niveis de MDA foram
expressos em média, mais ou menos o erro padrdo e os grupos foram comparados
estatisticamente utilizando o programa Statistica 7.0 e BioEstat .

Foram realizados testes para se verificar a distribuicdo normal (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade de variancia (Levene) dos dados. No caso de dados paramétricos, 0S
parametros entre os diferentes tratamentos e concentragdes foram comparados por analise de
variancia ANOVA seguida pelo teste de Fisher LSD. No caso de dados ndo paramétricos foi
aplicado o teste de Kruskall-Wallis seguido de Student-Newman-Keuls. Diferencas

significativas entre os grupos foram aceitas com p<0,05.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Testes de toxicidade

Com os resultados das mortalidades obtidas nos testes de toxicidade e o tratamento dos
dados utilizando o método estatistico trimmed Spearman Karber (COSTA et. al., 2008), os

valores de CLso de cada composto foram calculados, conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2: Dados de CLsg em mg/L obtidos na exposicao de lambaris a diferentes concentraces do praguicida
diuron e seus principais metabolitos por 96 horas.

Composto ClLs Intervalo de confianca
(mg/L) (min — max)
Diuron 0,75 0,20-2,84
DCA 0,89 0,68 -1,16
DCPMU 1,42 0,88 —2,29
DCPU 2.60* 1,90 - 3,56

*Na exposi¢do com o DCPU os peixes morreram somente apds 120 horas, e o valor calculado refere-se a esse
periodo de exposicéo.

Como mostra a Tabela 2, dos quatro compostos testados, o diuron foi 0 que apresentou
0 menor valor de CLsg (0,75mg/L), ou seja, causou maior toxicidade aos organismos expostos
quando comparado com a exposi¢do dos lambaris aos metabolitos. De fato em estudos
anteriores realizados com algas (Dunaliella tertiolecta) e diatoméaceas (Navicula forcipata)
foram apresentados valores do diuron de CEsp menores que a dos metabdlitos mostrando
também, uma maior toxicidade do praguicida em relacdo aos metabdlitos em exposi¢céo aguda

(96h) (GATIDOU e THOMAIDIS, 2007).
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Entretanto, a exposicdo ao metabolito DCA apresentou CLso muito proxima a do diuron
(0,89mg/L), corroborando a toxicidade ja observada em outros estudos com peixes, como 0
zebrafish e também com microalgas (ENSENBACH et al., 1996; GIRLING et al., 2000;
GIACOMAZZI et. al., 2004). O DCA é facilmente bioacumulado nos tecidos de peixes e é
considerado um composto altamente toxico (GIACOMAZZI et. al., 2004). Entretanto, sua
capacidade de adsorver no solo e sedimentos reduz sua biodisponibilidade no ambiente e,
consequentemente, seu impacto ambiental (ENSENBACH et al., 1996;).

Ja 0 DCMPU apresentou menor toxicidade aos lambaris que o diuron e o DCA, visto
que o valor de CLs, para esse composto (1,42 mg/L) foi o dobro do valor obtido para o diuron
(0,75 mg/L). Apesar de ser menos toxico quando comparado aos outros dois compostos, 0
DCPMU apresenta relevante toxicidade ja que foi capaz de matar 50% dos organismos com a
metade da concentracdo maxima proposta. Em um estudo com misturas, foi observado que a
exposicdo ao diuron e DCA, na presenca de DCPMU, apresenta um efeito sinérgico na
toxicidade desses compostos a alguns tipos de algas (GATIDOU e THOMAIDIS, 2007).

A exposicdo dos lambaris ao DCPU por 96h ndo causou mortandade significativa para
calcular a CLsg. Porém, apdés 120h a CLso calculada foi de 2,6 mg/L. Desta forma, o
metabdlito DCPU € o composto de menor toxicidade a lambaris, pois apresentou valor de
CLso trés vezes maior que a do diuron e DCA, considerando ainda que esse valor foi obtido
apenas depois de 120 h de exposicao.

Entretanto, segundo Da Rocha et al. (2013), em estudos com ratos, o DCPU foi
encontrado em altas concentragdes na urina e gerou maiores alteracdes na expressao de genes
guando comparado a exposic¢do a outros metabolitos, como o DCPMU e DCA.

Mesmo assim, vale ressaltar que, valores de CLsy séo calculados com base em dados de
mortalidade, ou seja, um efeito drastico dos compostos, e até mesmo o DCPU com uma maior

CLs apresentou elevada toxicidade aos lambaris. Para fins comparativos, o tebuthiuron, outro
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herbicida bastante utilizado no cultivo de cana e considerado perigoso ao ambiente devido sua
alta persisténcia, apresenta valor de CLso em torno de 160 mg/L para goldfish (EXTOXNET,
2014). Sendo assim, pode ser que concentracfes menores causem efeitos toxicos deletérios
aos organismos que ndo sao observados a nivel macroscopico, porém em longo prazo possam
comprometer o status saudavel do animal.

Com testes realizados por meio de marcadores genotdxicos celulares e biomarcadores
bioquimicos é possivel observar esses efeitos toxicos. O uso dos biomarcadores em
ecotoxicologia é de extrema importancia para melhor entendermos os efeitos deletérios
subletais de cada um dos compostos para 0s peixes. Neste estudo, 0s experimentos realizados
para averiguar efeitos subletais dos compostos em biomarcadores foram feitos usando
concentragdes calculadas de acordo com valores de LC; e LCyo do diuron (0,015 mg/L e 0,15

mg/L, respectivamente), para fins comparativos.

4.2 Ensaio do cometa

Com a andlise dos nucleoides pdde-se observar que houve diferenca significativa nos
scores de todos os tratamentos em relacdo aos controles, nos dois periodos de exposicdo
(Figura 12).

Estes resultados mostram que o diuron e seus trés principais metabolitos foram capazes
de provocar aumento no numero de lesdes ao DNA dos lambaris quando comparados aos
organismos ndo expostos a nenhum dos contaminantes, mostrando serem efetivamente

genotdxicos nas condi¢des experimentais testadas.
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Figura 12: Scores obtidos com o ensaio do cometa em eritrocitos de lambaris apds a exposi¢do dos organismos
ao diuron e a trés dos seus principais metabolitos (DCA, DCPMU e DCPU) em tempos de exposic¢ao de dois dias
(A) e de sete dias (B). Diferenca significativa em A (p=0,00000014) e B (p=0,005269), onde * mostra diferenca
significativa dos tratamentos em relacdo aos respectivos controles; a - diferenca significativa entre as diferentes
concentragBes de um mesmo contaminante; b — diferenca significativa em relagdo ao diuron na mesma
concentragdo; ¢ — Diferenca significativa em relagio ao DCA na mesma concentracdo e d — diferenga
significativa em relagdo ao DCPMU na mesma concentragao.
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Em um estudo com Phoxinus phoxinus foi realizado uma exposicdo cronica a uma
mistura dos herbicidas diuron e azoxystrobin. A mistura continha 0,5 pg/L de azoxystrobin e
2,0 pg/L de diuron, e com o ensaio do cometa foi observado um aumento significativo nos
danos ao DNA em relacdo ao controle (BONY et al., 2008).

Quando comparados os scores gerados pela exposi¢do aos metabolitos em relacdo ao
diuron por dois dias observou-se que, na exposicdo dos lambaris ao diuron na menor
concentracdo, houve ocorréncia significantemente maior de lesdes no DNA dos organismos
somente quando comparado ao DCPMU. Pode-se observar também que o0s scores do
metabolito DCPMU, na menor concentracdo, foram estatisticamente menores quando
comparados aos scores do DCPU (Figura 12A). Isto sugere que dos diferentes tratamentos
testados o DCPMU é o metabdlito de menor efeito genotoxico a lambaris. Porém, a
constatacdo do aumento dos niveis de lesdes em todos os tratamentos indica que a degradacao
do diuron ndo gera metabdlitos sem potencial genotdxico.

Quando comparadas as diferencas significativas entre os scores dos trés metabolitos, no
periodo de exposicdo de dois dias, constatou-se que o tratamento com o DCPU provocou
maiores danos no DNA dos organismos em relacdo a exposicdo ao DCA, na maior
concentracdo (Figura 12A). Este fato surpreende, pois o metab6lito DCPU, de efeitos ainda
pouco conhecidos e que se mostrou 0 menos toxico nos testes de toxicidade, foi
potencialmente mais genotdxico a lambaris que o DCA, metabdlito do diuron até entdo o mais
estudado pela sua potencial toxicidade e que foi o mais toxico dos metabdlitos nos testes de
toxicidade com os lambaris.

Outra importante diferenca nos scores a ser observada sdo os diferentes efeitos
genotoxicos causados aos lambaris pela exposicdo as diferentes concentragdes de um mesmo

composto.
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Os efeitos causados pela exposicdo as diferentes concentracdes do DCA e do DCPMU
foram significativamente diferentes entre elas, sendo que na exposicdo com o DCA, a menor
concentracdo do metabolito provocou maior ocorréncia de cometa (Figura 12A). Este fato
mostra que, mesmo em pequenas concentracbes, 0 DCA é potencialmente genotoxico. O
menor nivel de cometas na maior concentracdo pode sugerir a ativacdo mais eficaz de
sistemas de reparo de lesdes. O contrario aconteceu com o0 DCPMU, em que 0s maiores danos
ao DNA foram observados na exposi¢do a maior concentracao.

Apbs sete dias, ndo foi observado diferencas significativas entre os tratamentos com o
diuron e seus metabolitos (Figura 12B). Este fato indica um nivelamento nos niveis de leses
possivelmente em funcdo da ativacdo de enzimas de reparo, ainda que 0s scores de cometa se
mantivessem mais elevados em comparacdo com o grupo controle. De fato, BONY et al.
(2008) observaram que ap6s um més de exposicdo a mistura diuron e azoxystrobin, os
organismos foram capazes de recuperar a intensidade de cometa a niveis basais indicando que
mecanismos de reparo podem ter sido ativados (BONY et al., 2008).

Sdo quase inexistentes estudos envolvendo e comparando a genotoxicidade do diuron e
de seus metabolitos em peixes. Em estudos realizados com diferentes organismos como
bactérias e dipteros, foi verificado um aumento dos efeitos genotdxicos durante a
metabolizacdo do diuron (OSANO et al., 2002), porém sem identificar que metabdlitos
poderiam estar relacionados a esses efeitos.

Os potenciais efeitos genotoxicos dos trés principais metabolitos do diuron em lambaris
verificados neste estudo confirmam as constantes especulagfes acerca da degradacdo do
diuron. A metabolizacdo desse composto gera metabolitos potencialmente toxicos e
genotoxicos capazes de alterar o status saudavel de animais aquéticos, fato que os torna

compostos relevantes em monitoramentos na ecotoxicologia.
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4.3 Enzimas de biotransformacéo e de defesa antioxidante

4.3.1 Andlise da EROD e GST

A atividade enzimatica da EROD em branquias de lambaris aumentou
significativamente em relacdo ao controle em animais expostos por dois dias ao metabolito
DCPMU e por sete dias ao DCPU, maior concentracdo (Figura 13A). A exposicdo a maior
concentracdo do metabolito DCA e a maior e menor do DCPU, apos sete dias, também
aumentou significativamente a atividade da EROD, porém em relacdo a exposicdo ao diuron,
na mesma concentracao (Figura 13A).

Em figado, apds dois dias, a exposic¢do ao diuron e DCPMU, na maior concentracao, e
ao DCA e DCPU na menor, provocaram um aumento na atividade da EROD quando
comparados com o controle (Figura 13B). A atividade da EROD também aumentou
significativamente apds exposicdo ao diuron e DCPMU, na maior concentracdao, em relacdo
ao DCPU. Apos sete dias, foi observada uma diminuicdo na atividade da enzima em relacao
as exposicdes por dois dias para todos os contaminantes sugerindo que apos sete dias esses

compostos sao metabolizados em figado de lambaris.
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Figura 13: Graficos da atividade enzimatica, em média mais ou menos erro padrdo, da 7-etoxiresorufina-O-
deetilase (EROD) em branquias (A) e figados (B) apds a exposicdo de lambaris (Astyanax sp.) ao diuron e trés
de seus principais metabdlitos, DCA, DCPMU e DCPU, a dois periodos de exposi¢do. * Diferenca estatistica
significativa em relacdo aos respectivos controles. b Diferenca significativa em relacdo ao diuron na mesma
concentracdo. d. Diferenga significativa em relagdo ao DCPMU na mesma concentragdo. ° Diferenca
significativa entre os diferentes tempos de exposi¢do de um mesmo tratamento.



49

O mesmo ndo acontece em branquias, uma vez que houve um aumento na atividade da
EROD pela exposicdo ao DCA e DCPU apds sete dias. Essa diminui¢cdo na atividade em
figado apos sete dias deve-se ao fato de o figado ser o principal 6rgao de biotransformacéo no
metabolismo de detoxificacdo, e por isso possui maior atividade da EROD em dois dias de
exposicdo (GIULIO e HINTON, 2008).

H& muitos estudos que relatam o aumento da atividade da EROD em resposta a
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) em peixes (WHYTE et al., 2000; PACHECO;
SANTOS, 2001; VAN DER OOST et al., 2003).

Segundo Whyte et al. (2000), a inducdo da CYP1A ocorre quando oS organismos Sao
expostos a HPAs, visto que estes compostos se ligam aos receptores aril-hidrocarbonetos
sinalizando para que mais CYP1A seja transcrita. Entretanto, ha também estudos que
mostram a inducdo da CYP1A em figado de ratos apos exposi¢oes in vitro e in vivo ao diuron
e também outros herbicidas da familia uréia, como o propanil e o linuron (TAKEUCHI et al.
2008).

Neste estudo, tanto em branquias quanto em figado, em geral, a atividade da EROD
aumentou em resposta aos tratamentos, principalmente pelas exposi¢des aos metabolitos. De
fato, a exposicdo ao diuron sé provocou um aumento na atividade da enzima em figado, apds
dois dias de exposi¢do e na maior concentracdo enquanto que na exposicdo aos metabolitos
foram observadas respostas em ambos os tecidos, concentracdes e tempos de exposicao.

Outro estudo com Anguilla japonica mostra que a isoforma 1A do citocromo P450 ¢
capaz de metabolizar o diuron e outros tipos de herbicidas (UNO et al., 2011). Os dados do
presente trabalho mostram que o diuron foi capaz de aumentar a atividade da proteina em
figado de lambaris e mais que isso, pode-se ainda especular que na medida em que o diuron
vai sendo metabolizado sdo gerados produtos mais capazes de induzir a EROD, tais como o

DCA, DCPMU e o DCPU.
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Os dados apresentados na Figura 13 confirmam o interesse em avaliar os efeitos
gerados por esses metabolitos, até entdo pouco conhecidos, mas que influenciaram na
atividade dessa importante enzima do metabolismo de biotransformacdo em lambaris nas
condicdes experimentais testadas.

A GST, outra enzima do metabolismo de biotransformacéo, foi analisada e observou-se
que a atividade da enzima, em branquias e apds dois dias de exposi¢do, diminuiu em relacdo
ao controle quando os peixes foram expostos ao DCA e DCPU nas duas concentracdes
testadas (Figura 14A).

Apbs sete dias de exposicao ndo foi observada diferenca significativa na atividade da
enzima nas branquias (Figura 14A).

Em figado, apds dois dias de exposicdo a atividade da GST aumentou nos animais
expostos a maior concentracdo do metabdlito DCA quando comparados ao grupo controle.
Porém, nos tratamentos com o DCPMU por dois dias, e com o DCPU por sete dias, na maior
concentracdo, houve uma significante diminuicdo na atividade da enzima em relacdo ao
controle (Figura 14B).

Dados de testes de inibicdo in vitro, realizados em nosso grupo paralelamente a esse
estudo, com figado de tilapias e os trés metabdlitos do diuron mostram que a diminui¢do da
atividade da GST pela exposi¢cdo ao DCPMU trata-se de fato de uma inibicdo da enzima, em
relacdo ao controle, pela exposi¢do a esse composto. Porém, nas incubagfes com o DCA e
DCPU, apesar de existirem, ndo foram inibigdes significativas (ANEXO).

Diferencas também foram observadas pela exposicdo as diferentes concentracdes do
mesmo composto, como no caso do DCPMU apos dois dias de exposicdo, e DCPU apds sete
dias, uma vez que a exposi¢do a maior concentracdo desses metabolitos levou a uma maior

diminuicg&o da atividade da GST em figado (Figura 14B).
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Figura 14: Gréficos da atividade enzimatica, em média mais ou menos erro padrdo, da glutationa-S-transferase
(GST) em branquias (A) e figados (B) ap6s a exposi¢do de lambaris (Astyanax sp.) ao diuron e trés de seus
principais metabolitos, DCA, DCPMU e DCPU, a dois periodos de exposicdo. * Diferenca estatistica
significativa em relacdo aos respectivos controles. a Diferenca significativa entre as diferentes concentragdes de
um mesmo contaminante. b Diferenca significativa em relagdo ao diuron na mesma concentracdo. ¢ Diferenca
significativa em relacdo ao DCA na mesma concentracdo. d Diferenca significativa em relacdo ao DCPMU na
mesma concentracdo. ° Diferenca significativa entre os diferentes tempos de exposicdo de um mesmo
tratamento.
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Apbs dois dias, o tratamento com o DCPMU promoveu uma menor atividade
enzimatica, além do controle, também em relacdo ao diuron e DCA, na maior concentracao.
Na exposicdao com o DCPU, sete dias, ocorreu a diminuicdo da atividade da GST em relagédo
ao DCPMU, na maior e menor concentracdo. Essa diferenca deve-se a ao aumento
significante da enzima na exposi¢do a menor concentragdo do DCPMU em relacéo ao diuron
(Figura 14B).

Quando comparados os resultados entre os diferentes tempos de exposi¢do, pode-se
observar que, apos sete dias, em figado, houve uma diminui¢éo nos niveis basais da GST para
todos os compostos em relacdo ao periodo de dois dias (Figura 14B).

A GST, enzima de fase Il da biotransformacdo, catalisa reacdes de conjugacdo de
compostos toxicos a ligantes enddgenos a fim de facilitar a excrecdo (VAN DER OOST et al.,
2003). Estudos mostram também que algumas isoformas da GST possuem atividade
peroxidase e um aumento na atividade dessa enzima pode estar relacionado a uma defesa
antioxidante do organismo (ALMEIDA et al., 2005). Desta forma, o aumento na atividade da
GST observado na exposi¢ao a maior concentracdo do DCA em figado pode também indicar
uma resposta dos peixes as ERO que foram geradas como conseqiiéncia da intoxicacéo pelos
compostos.

Tendo em vista que a exposicdo a menor concentracdo do DCPMU por sete dias
aumentou a atividade da GST, podemos afirmar que esse metabdlito foi capaz de ativar o
metabolismo de detoxificacdo no figado dos lambaris. O fato de que, somente a menor
concentracdo do DCPMU, em relagdo a maior, provocou um aumento na atividade da enzima,
pode ser explicado de forma que, concentracbes maiores deste composto possam ter

debilitado o metabolismo do organismo afetando a capacidade de induzir a GST.
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Por outro lado, a diminuicdo da atividade da GST apss as exposicfes as duas
concentracdes do DCA e DCPU, em branquias por dois dias e ao e DCPU na maior
concentracdo em figado por sete dias, pode ter ocorrido pela ativacdo de outras vias de
detoxificacdo dos metabolitos.

Em um estudo com algas Scenedesmus obliquus foi observado um aumento na atividade
da GST apds a exposicao ao diuron (GEOFFROY et al., 2002). Porém, em outro estudo foi
observado a inibicdo da GST em branquias de goldfish expostos a herbicidas
organofosforados e carbamatos (WANG et al.,2012). ExposicGes do Gambusia yucatana ao
chlorpyrifos, carbofuran e glyphosato também mostraram uma inibicdo de até 40% na

atividade da GST em relacdo ao controle (RENDON-VON OSTENA, et al., 2005).

4.3.2 Andlise da SOD, GPx e CAT

A exposicdo dos lambaris ao DCA, DCPMU e DCPU nas duas concentragdes, por dois
dias e em branquias, causou aumento na atividade da SOD em relac¢do ao grupo controle e em
relacdo as respectivas concentracdes do diuron (Figura 15A). Apo6s sete dias de exposicdo,
houve um aumento na atividade enziméatica do controle e dos tratamentos com o diuron e
DCA em relagdo a exposicdo de dois dias. Por ter ocorrido esse aumento significativo da
atividade da enzima nesses grupos, observamos uma menor atividade da SOD nos grupos
expostos a0 DCPMU e DCPU apds sete dias em relagéo ao diuron e DCA (Figura 15A).

Em figado, apés dois dias de exposicdo foi observado um aumento na atividade da
enzima nos grupos expostos a0 DCPMU e DCPU quando comparados aos tratados com DCA,
na maior concentracdo. Na menor concentracdo, a exposi¢cdao ao DCPU causou tambem um

aumento na atividade da SOD em relagdo ao controle, ao diuron e DCPMU (Figura 15B).
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Figura 15: Graficos da atividade enzimatica, em média mais ou menos erro padrdo, da glutationa-S-transferase
(SOD) em branquias (A) e figados (B) ap6s a exposicdo de lambaris (Astyanax sp.) ao diuron e trés de seus
principais metabdlitos, DCA, DCPMU e DCPU, a dois periodos de exposicdo. * Diferenca estatistica
significativa em relacdo aos respectivos controles. a Diferenca significativa entre as diferentes concentragdes de
um mesmo contaminante. b Diferenca significativa em relagdo ao diuron na mesma concentracdo. ¢ Diferenca
significativa em relacdo ao DCA na mesma concentracdo. d Diferenca significativa em relacdo ao DCPMU na
mesma concentracdo. ° Diferenca significativa entre os diferentes tempos de exposicdo de um mesmo
tratamento.
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Em figado, como aconteceu em branquias, também foi observado um aumento nos
niveis basais da SOD apos sete dias, em relacdo a dois dias, nos grupos controle, diuron, DCA
e DCPMU (Figura 15B).

Um aumento na atividade enzimatica da SOD revela que, radicais superdxidos foram
possivelmente gerados no metabolismo de detoxificacdo de fase I, e combatidos por essa
enzima como um mecanismo de defesa do organismo, prevenindo danos nas membranas.

Estudos mostram que a exposicdo a praguicidas a base de glifosato, como o Roundup, o
endosulfan e o etoxasole promovem uma diminuicdo na atividade das enzimas de defesa
oxidante gerando estresse oxidativo em diferentes tecidos de peixes pelo acumulo de ERO
gerada no metabolismo de detoxificacdo desses compostos (MODESTO e MARTINEZ, 2010;
LUSHCHAKA et al., 2009; SLANINOVA et al., 2009).

No presente estudo, as exposi¢Oes aos trés principais metabdlitos do diuron foram
capazes de aumentar a atividade da SOD. Aliado ao consumo de oxigénio para producdo de
energia na mitocondria, radicais superéxido podem ter sido gerados durante o ciclo catalitico
da CYP1A promovendo o aumento da enzima antioxidante.

A atividade da GPx foi significativamente maior em branquias de peixes expostos por
dois dias as duas concentracdes do DCA e a maior concentracdo do DCPU em relacdo ao
grupo controle. Tanto a exposi¢do ao DCA quanto ao DCPU, ambos na maior concentracgéo,
provocaram um aumento da atividade da GPx quando comparado a exposicéo ao diuron, apos
dois dias. Pode-se observar também que, a exposicdo ao DCPU na maior concentragéo,
provocou um aumento na atividade da GPx em relagdo ao DCPMU (Figura 16A). A
exposicdo ao DCA aumentou também a atividade da enzima em relacdo a exposicdo ao

DCPMU, na maior concentracéo.
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Figura 16: Gréficos da atividade enzimatica, em média mais ou menos erro padrdo, da glutationa peroxidase
(GPx) em branquias (A) e figados (B) apds a exposicdo de lambaris (Astyanax sp.) ao diuron e trés de seus
principais metabdlitos, DCA, DCPMU e DCPU, a dois periodos de exposicdo. * Diferenca estatistica
significativa em relacdo aos respectivos controles. b Diferenca significativa em relacdo ao diuron na mesma
concentragdo. ¢ Diferenca significativa em relagdo ao DCA na mesma concentragdo. d Diferenca significativa
em relagdo ao DCPMU na mesma concentragdo. ° Diferenca significativa entre os diferentes tempos de
exposicao de um mesmo tratamento.
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Apds sete dias, em branquias foi observado um aumento da atividade da GPx em
relacdo aos tratamentos com o diuron e DCPU, menor concentracdo, e DCA e DCPMU, maior
concentracdo, pela exposicdo por dois dias inclusive no grupo controle (Figura 16A). Muito
provavelmente, por esse motivo ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos na exposicao por sete dias (Figura 16A).

Em figado ocorreu um aumento na atividade da GPx, em dois dias de exposi¢ao, nos
lambaris tratados com DCPMU, menor concentracdo, e DCPU, na menor e maior
concentracdo (Figura 16B), quando comparados ao grupo controle. Apos sete dias, foi
observado um aumento na atividade da enzima no grupo controle quando comparado ao
mesmo grupo na exposicdo de dois dias (Figura 16B). Com esse aumento da atividade
enzimatica no grupo controle, ndo ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos em
relacdo ao controle.

Ao observar o aumento na atividade da GPx em branquias de lambaris ap6s a exposicao
ao DCA e DCPU podemos afirmar que espécies pro-oxidantes foram geradas no metabolismo
de detoxificacdo desses compostos ativando assim o sistema de defesa antioxidante do peixe,
evidenciado pelo aumento da atividade enzimética da GPx (Figura 16A). O mesmo raciocinio
pode ser feito as exposi¢cdes ao DCPMU e DCPU em figado, uma vez que a exposi¢do a estes
compostos foram capazes de aumentar a atividade da GPx (Figura 16B).

Em estudos com diferentes praguicidas, como atrazina e simazina, foram observados
aumento na atividade da GPx em figado de ratos e Cyprinus carpio (SINGH et al, 2011;
STARA et al, 2012). Porém, em estudos com roundup foi observado uma diminui¢do na

atividade da GPx, bem como na da SOD (MODESTO e MARTINEZ, 2010).
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Em branquias a exposicdo ao DPCMU, maior concentracdo e DCPU, menor
concentracdo, causou uma diminuicdo na atividade da catalase quando comparados com o
grupo controle. Além disso, a exposicdo ao DCPU na menor concentracdo causou uma
diminuicdo da atividade da enzima também em relacdo aos tratamentos com o diuron, DCA e
DCPMU e na maior concentracdo em relagédo ao diuron (Figura 17A).

Ap0s sete dias de exposicao foi observado um aumento da atividade da CAT nos grupos
tratados com o diuron, na menor concentracdo e DCA, na maior concentracdo, ambos em
relacdo aos mesmos tratamentos na exposicao de dois dias. A exposi¢do a maior concentracao
do DCPMU e menor do DCPU também promoveu um aumento na atividade da enzima em
relacdo a exposicao de dois dias (Figura 17A).

Em figado, apos dois dias e na maior concentracdo, a atividade da CAT diminuiu apds a
exposicdo ao diuron em relacdo a todos os outros tratamentos, inclusive a exposi¢cao a menor
concentracdo do diuron. Por sua vez, a exposicdo ao DCPU, na maior concentracdo por dois
dias, provocou um aumento na atividade da CAT em relacdo ao grupo controle e a exposi¢édo
ao DCPMU, na mesma concentracdo. A exposicdo a menor concentracdo do DCPMU e
DCPU teve um aumento significativo na atividade da CAT em relagdo aos grupos tratados
com o DCA (Figura 17B).

Apos sete dias, com a exposicdo ao diuron na maior concentracdo em figado de
lambaris, observamos uma maior atividade da CAT em relagcdo ao mesmo tratamento por dois
dias. O mesmo ocorreu com a exposicdo a menor concentragdo do DCA. Poréem, nas
exposicdes as duas concentragcdes do DCPU em figado de lambaris uma menor atividade da

enzima foi observada (Figura 17B).
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Figura 17: Gréficos da atividade enzimatica, em média mais ou menos erro padrdo, da catalase (CAT) em
branquias (A) e figados (B) apds a exposicdo de lambaris (Astyanax sp.) ao diuron e trés de seus principais
metabolitos, DCA, DCPMU e DCPU, a dois periodos de exposi¢do. * Diferenca estatistica significativa em
relacdo aos respectivos controles. a Diferenca significativa entre as diferentes concentracBes de um mesmo
contaminante. b Diferenca significativa em relacdo ao diuron na mesma concentracéo. ¢ Diferenca significativa
em relacdo ao DCA na mesma concentracdo. d Diferenca significativa em relacdo ao DCPMU na mesma
concentracdo. ° Diferenca significativa entre os diferentes tempos de exposi¢do de um mesmo tratamento.
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Tanto na exposicdo ao DCPMU e ao DCPU ambos na maior concentra¢do houve uma
diminuicdo da atividade da CAT em relacdo ao tratamento com o diuron. A atividade da CAT
também diminuiu na exposicdo & menor concentracdo do DCPU em relacdo ao grupo
controle, ao diuron e aos outros dois metabdlitos (Figura 17B). Em testes de inibicéo in vitro
foi observado que o diuron é capaz de inibir em mais de 40% a atividade da CAT em figado
de tilapias. O DCPMU também promove cerca de 6% de inibicdo da atividade da enzima
(ANEXO).

Em branquias, a diminuicdo na atividade da CAT ap0s a exposicdo ao DCPU pode estar
relacionada com o aumento da GPx. O perdxido de hidrogénio gerado no metabolismo do
organismo pode ter sido consumido pela atividade da GPx fazendo com que a atividade da
CAT diminuisse significativamente. Ja o fato de a atividade da CAT ter diminuido apos a
exposicdo ao DCPMU, em branquias, e ao diuron, em figado, esta relacionada a inibicdo da
enzima por esses compostos, comprovada por dados de inibicdo in vitro (ANEXO).

O aumento da atividade da CAT pela exposicdo ao DCA, tanto em figado como em
branquias apds sete dias provavelmente ocorreu pelo aumento de peréxido gerado no
metabolismo desse composto e, no caso das branquias, pelo aumento de perdxido de
hidrogénio que pode ter sido gerado pelo aumento da SOD ou pela ploriferacdo de

peroxissomos causada pela exposicdo ao contaminante (CAJARAVILLE et al., 2003).
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4.3.3 Peroxidacao lipidica

Em brénquias de lambaris foi observada uma diminui¢do nos niveis de MDA apo0s a
exposicdo por dois dias da maior concentracdo do DCA em relacdo ao controle e aos dois
outros metabolitos. A exposicdo ao diuron, na maior concentracdo, também provocou uma
diminuicdo nos niveis de MDA em relacdo ao DCPMU e DCPU (Figural8A).

Apds sete dias, em branquias, ocorreu um aumento de MDA pela exposicdo ao diuron
em relacdo a exposicdo de dois dias. O contrario aconteceu com a exposi¢cdo ao DCPU, uma
vez que foi observado a diminuicdo dos niveis de MDA, nas duas concentracdes do composto
(Figura 18A).

Ja em figado, a dois dias de exposi¢cdo a menor concentracdo do DCA, ocorreu uma
diminuicdo nos niveis de MDA em relacdo ao controle (Figura 18B). Apds sete dias houve
uma diminuicdo do MDA nos grupos controle, todos os tratamentos na maior concentracao e
o DCPMU e DCPU na menor, em relacdo a exposicdo por dois dias dos respectivos
tratamentos. A diminuicdo foi significativa também nos grupos tratados com o DCA,
DCPMU e DCPU em relagédo a exposi¢do com diuron (Figura 18B).

A diminuicdo dos niveis de MDA ap0s sete dias de exposicdo pode ter ocorrido pela
inducdo de alguma enzima com potencial de degradacdo do MDA, mas isso permanece por

ser investigado.
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Figura 18: Gréficos dos niveis de peroxidagdo lipidica (MDA), em média mais ou menos erro padrdo, em
branquias (A) e figados (B) apds a exposicdo de lambaris (Astyanax sp.) ao diuron e trés de seus principais
metabolitos, DCA, DCPMU e DCPU, a dois periodos de exposi¢do. * Diferenca estatistica significativa em
relacdo aos respectivos controles. a Diferenca significativa entre as diferentes concentra¢cBes de um mesmo
contaminante. b Diferenca significativa em relacdo ao diuron na mesma concentracéo. ¢ Diferenca significativa
em relagdo ao DCA na mesma concentragdo. ° Diferenca significativa entre os diferentes tempos de exposicdo
de um mesmo tratamento.
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Em brénquias foi observado que a exposicdo ao DCPU aumentou a atividade da EROD
0 que pode ter ocasionado um aumento na producao de espécies reativas de oxigénio, fato que
pode ser evidenciado também pelo aumento da atividade da SOD e da GPx. Essas espécies
reativas, combatidas pelo sistema de defesa antioxidante, ndo foram capazes de causar a
lipoperoxidacdo das membranas. Um fato curioso a ressaltar foi a diminuicdo na atividade
enzimatica da GST e CAT em branquias de lambaris também expostos ao DCPU. Esse fato
nos levou a acreditar que esse composto, de alguma maneira, causasse a inibicdo dessa
enzima. Porém, essa hipotese foi descartada a partir dos resultados com testes de inibigédo in
vitro (ANEXO).

Na exposicdo dos organismos ao DCA também observamos uma diminuicdo na
atividade da GST em branquias. Porém, espécies reativas foram geradas no metabolismo de
biotransformacao de fase I, uma vez que houve um aumento na atividade da SOD, da CAT e
da GPx. O sistema de defesa antioxidante desses organismos expostos ao DCA foi capaz de
combater eficientemente as ERO, o que pode explicar a diminuicdo significativa da
ocorréncia da MDA, evitando assim que ocorresse 0 estresse oxidativo.

A exposi¢do ao DCPMU aumentou a atividade da EROD e, provavelmente, espécies
reativas foram geradas no ciclo catalitico da CYP1A que foram eficientemente combatidas
pelo sistema de defesa antioxidante. E interessante notar que, 0 DCPMU é capaz de inibir a
atividade da CAT. Desta forma, o peroxido de hidrogénio produzido pelo aumento da
atividade da SOD foi combatido pela atividade da GPx.

A exposicdo ao diuron em branquias ndo gerou respostas nas enzimas avaliadas. Porém,
em figado observamos um aumento na atividade da EROD. Embora esse aumento tenha sido
significativo, e capaz de causar lesdes ao DNA evidenciados no ensaio do cometa, as ERO
ndo causaram peroxidacdo lipidica nos lambaris evidenciados pela diminuicdo nos niveis de

MDA.
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Em figado, a exposicdo dos lambaris ao DCA ativou o metabolismo de
biotransformacdo de fase I e Il, evidenciado pelo aumento da EROD e da GST. Néo foi
observada ocorréncia de peroxidacdo lipidica, uma vez que foi observado a diminuicdo nos
niveis de MDA, o que possivelmente foi consequéncia da acdo da enzima antioxidante SOD e
catalase.

Na exposicdo ao DCPMU em figado foi observado inibi¢do das enzimas GST. Porém,
com o aumento da atividade da EROD, possivelmente foram produzidas espécies reativas
causando lesdes no DNA. Porém, essas ERO, foram combatidas eficientemente pelo aumento
da atividade da SOD e GPx evitando assim que ocorresse peroxidacao lipidica.

Na exposicdo ao DCPU em figado foram observados aumentos significativos na
atividade da EROD, SOD, GPx e CAT (2 dias), porém as inibicdes da GST e CAT (7 dias)
pela exposicdo ao DCPU nédo foram comprovadas pelos testes in vitro, demonstrando que a
inibicdo in vivo da enzima se deve, provavelmente, a um declinio metabolico do organismo, e
ndo a interacdo do composto diretamente com a enzima. De qualquer forma, ndo foi
observado ocorréncia de peroxidacdo lipidica evidenciado pelos baixos niveis de MDA
encontrados.

Embora em nenhum dos tratamentos n&o tenha sido observada ocorréncia de
peroxidacdo lipidica, pudemos observar com os dados do ensaio do cometa que danos
oxidativos foram gerados ao DNA em todas as exposi¢fes ao diuron e metabdlitos. As
especies reativas geradas evidenciadas pelo aumento das enzimas de biotransformacao
causaram lesdes no DNA, porém a ativacdo das defesas antioxidantes minimizaram os danos

oxidativos nas membranas.
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Efeitos deletérios causados pela exposi¢cdo ao diuron e DCA ja foram relatados em
estudos anteriores com diferentes organismos (OSANO, et al., 2002; OKAMURA et al.,
2003). Porém ndo ha estudos comparativos publicados relatando os efeitos causados pelo
diuron e seus trés principais metabolitos DCA, DCPU e DCPMU.

Com nosso estudo pudemos observar que, de maneira geral, os metabdlitos do diuron,
em concentracdes subletais, causam mais respostas nas atividades das enzimas de
biotransformacao e de defesa antioxidante que o préprio praguicida. O DCA foi o metabdlito
potencialmente toxico que despertou o interesse em investigar essa moderada toxicidade do
diuron (GIACOMAZZI et al., 2004). Porém, neste estudo, em termos de estresse oxidativo, 0s
metabolitos DCPMU e DCPU geraram maiores alteracdes no metabolismo dos peixes.

Ao observar os resultados dos testes de toxicidade, pode-se concluir que o diuron é o
composto de maior potencial toxico aos lambaris e 0 DCPMU o de menor. Porém, em
exposices por sete dias a concentracdes subletais, os compostos que causaram maiores
alteracbes nos biomarcadores avaliados em figado e branquias de lambaris foram os
metabdlitos DCPMU e DCPU. Esses resultados com 0s biomarcadores bioquimicos sugere
que esses metabolitos sejam os compostos que promovem maiores respostas biologicas dentre
0S compostos testados.

De forma geral, pudemos observar também que, em branquias correram mais respostas
das enzimas que em figado. Apesar de o figado ser o principal 6rgdo de metabolizacdo de
xenobidtico, a branquia é o primeiro 6rgdo de contato com a agua contaminada, absorvendo

mais 0s compostos toxicos.
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Os lambaris mostraram ser bons organismos teste em ensaios como estes, pois foram
responsivos a todos os tratamentos e biomarcadores testados. A utilizacdo de lambaris em
estudos deste tipo tem a vantagem também de esses peixes serem pequenos, faceis de
manusear, além de ser facilmente adquiridos em pisciculturas e lojas de pesca, além de
poderem ser encontrados com grande frequéncia em ambientes naturais no Brasil.

Tendo em vista todos esses resultados gerados neste trabalho podemos afirmar que, na
avaliacdo da toxicidade de compostos como o diuron ndo se deve considerar somente sua
toxicidade individual, taxa de metabolizacdo ou mineralizacdo no ambiente. A transformacéo
desses compostos em produtos intermediarios e os efeitos causados por eles é o que determina
o real impacto ambiental de um contaminante (GIACOMAZZI, et al., 2004; GATIDOU e

THOMADIS, 2007).
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Conclusodes

Os dados obtidos no presente estudo nos levam a concluir que:

Os valores de CLsy obtidos para o diuron (0,75 mg/L) e o DCA (0,89 mg/L)
indicam que a metabolizacdo do diuron na natureza gerando DCA, ndo faz
diminuir de forma significativa a toxicidade do composto, visto que o metabdlito
gerado apresenta mesma toxicidade. Por outro lado, a metabolizacdo do diuron ao
DCPMU e DCPU de fato diminui a toxicidade do composto, considerando que 0s
valores de CLsy desses metabolitos foram de duas a trés vezes maiores
comparando-se aos outros dois compostos.

A metabolizacdo do diuron ndo minimiza os efeitos genotoxicos em lambaris uma
vez que os metabolitos DCA, DCPMU e DCPU, nas mesmas concentracles e
condigdes testadas, sdo capazes de causar lesdes no DNA dos lambaris.

A exposi¢do ao diuron e aos metabdlitos DCA, DCPMU e DCPU alteram
parametros bioquimicos indicadores de estresse oxidativo em lambaris nas
condicdes experimentais testadas, porém sem evidenciar peroxidacao lipidica, uma
vez que ndo houve aumento do MDA.

Ainda que o Diuron e DCA sejam mais toxicos ao lambari em comparacdo com o
DCPU e DCPMU, a exposicdo aos metabdlitos gerou mais alteracbes nos
biomarcadores testados nos peixes quando comparada a exposi¢cdo ao diuron.
Assim, é importante monitorar a presenca desses metabolitos no ambiente e as
respostas bioldgicas geradas por essa exposi¢cdo em ambientes aquaticos proximos

aos locais em que o diuron foi aplicado.
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Anexo

Foram realizados testes in vitro para avaliar se o diuron e seus metabélitos DCA,
DCPMU e DCPU séo capazes de inibir as enzimas glutationa-S-transferase e a catalase. Para
isso, homogenato de figado foi incubado na presenca do praguicida e de seus metabolitos
separadamente, em cinco concentracfes diferentes. A maior concentragdo utilizada foi de
1mM de cada composto e os dados estdo apresentados na tabela abaixo. Os resultados estdo
expressos em porcentagem de inibicdo em relagdo aos controles e para a anélise estatistica dos
dados foi aplicado o teste t. Foram consideradas diferencas significativas entre os grupos com
um p<0,05. Sdo dados ainda ndo publicados gerados por testes realizados por uma aluna de

iniciacdo cientifica do grupo.

Tratamento (1mM) Inibicdo enzimatica (%)
GST CAT
Controle - 100+17,65
Diuron 58,72+ 21,01*(p=0,003)
Controle 100+14,05 -
DCA 99,14+16,54
Controle 100+12,70 100+4,42
DCPMU 80,26+16,62*(p=0,051) 94,20+0,92*(p=0,011)
Controle 100+14,73 -

DCPU 90,27+29,29






