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RESUMO

O crescimento populacional demanda uma maior producdo alimenticia, que para
obtencdo de maior éxito e evitar a presenca de pragas traz como consequéncia uma maior
utilizacdo de herbicidas que podem ser capazes de atingir o lencol freatico através da
lixiviacdo no solo causando danos a populagdo aquatica. Um herbicida bastante utilizado € o
hexazinona (HZN) (C12H20N402) do grupo quimico triazinona, classificado como
medianamente toxico. Esse herbicida atingi corpos d’agua e pode causar grande impacto no
ambiente. Uma forma de mensurar esse impacto é utilizando um bioindicador ambiental,
como os peixes. A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus,Linnaeus, 1758) é um dos peixes
mais cultivados e consumidos no Brasil e no mundo. E um animal rustico, resistente a
doencas e a alta densidade, sendo um bom animal experimental pois se adapta muito bem ao
cativeiro. O objetivo desse trabalho foi investigar se o herbicida hexazinona induz
genotoxicidade e alterar a capacidade antioxidante das brénquias do peixe O. niloticus. Para
isso, foram utilizados 108 animais no total, divididos em seis tratamentos com trés repeticdes
cada. Cada repeticdo continha seis animais por aquario que foram expostos por 96h as
concentragdes: controle 0,0 mg/L, HZN1 8,8 mg/L, HZN2 17,6 mg/L, HZN3 35,2 mg/L,
HZN4 70,4 mg/L e HZN5 140,8 mg/L. Apds as 96h os peixes foram anestesiados e o sangue
e as branquias foram retirados. O sangue foi utilizado para realizar os testes de micronucleo.
As branquias foram utilizadas para analise das enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e a glutationa S-transferase (GST) e o produto da peroxidacdo lipidica
através dos niveis de malonaldeido (MDA). Os peixes expostos as concentracdes de 17,6 até a
140,8 mg/L mostraram alta frequéncia de eritrdcitos micronucleados. A enzima superoxido
dismutase (SOD) apresentou menor atividade nos animais dos grupos expostos a
concentracdo de 140,8 mg/L, e as enzimas CAT e GST, aumentaram em 17,6 e 17,6 a 140,8
mg/L, respectivamente. Ndo houve diferenca no produto da peroxidacdo lipidica. Os
resultados sugerem que o herbicida é capaz de causar genotoxicidade em O. niloticus
evidenciado pelo teste micronucleo. A queda na atividade da enzima SOD indica estresse e
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS). O aumento da enzima GST
pode ser um indicativo de protecdo celular contra a peroxidacdo lipidica. Dessa forma, 0
herbicida hexazinona pode causar danos ao DNA e estresse oxidativo nas branquias de tilapia
do Nilo.

Palavras-chave: biomarcadores, ecotoxicologia, estresse oxidativo, Glutationa S-

transferase, micronucleo.



ABSTRACT

Population growth demands a higher food production, which to achieve greater
success and avoid the presence of pests leads to a greater use of herbicides that may be able to
reach the water table through leaching in the soil causing damage to the aquatic population. A
widely used herbicide is hexazinone (HZN) (Ci2H20N4O2) from the chemical group
triazinone, classified as moderately toxic. This herbicide has reached water bodies and can
cause great impact on the environment. One way to measure this impact is to use an
environmental bioindicator, such as fish. Nile tilapia (Oreochromis niloticus) (Linnaeus,
1758) is one of the most cultivated and consumed fish in Brazil and worldwide. It is a rustic
animal, resistant to diseases and high density, being a good experimental animal because it
adapts very well to the captivity.The objective of this work was to investigate whether the
hexazinone herbicide induces genotoxicity and to alter the antioxidant capacity of the gills of
O. niloticus fish. For this, 108 animals were used in total, divided into six treatments with
three replicates each. Each replicate contained six animals per aquarium that were exposed for
96 h at concentrations: control 0.0 mg /L, HZN18.8 mg /L, HZN2 17.6 mg / L, HZN3 35.2
mg /L, HZN4 70, 4 mg/ L and HZN5 140.8 mg / L. After 96 hours the fish were anesthetized
and blood and gills were removed. The blood was used to perform the micronucleus tests. The
gills were used for the analysis of antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) and glutathione S-transferase (GST) and lipid peroxidation product through
malonaldehyde (MDA) levels. Fish exposed to concentrations of 17.6 up to 140.8 mg/L
showed high frequency of micronucleated erythrocytes. The enzyme superoxide dismutase
(SOD) showed lower activity in the animals of the groups exposed to the concentration of
140.8 mg/l, and the enzymes CAT and GST, increased in 17.6 and 17.6 to 140.8 mg/l,
respectively. There was no difference in the lipid peroxidation. The results suggest that the
herbicide is capable of causing genotoxicity in O. niloticus evidenced by the micronucleus
test. The decrease in the activity of the enzyme SOD indicates stress and excessive production
of reactive oxygen species (EROS). The increased GST enzyme indicates cellular protection
against lipid peroxidation. The hexazinone herbicide can cause DNA damage and oxidative

stress in the gills of Nile tilapia.

Key words: biomarkers, ecotoxicology, glutatione S-transferase, micronucleus, oxidative
stress.
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1 Introducéo

O crescimento na produgdo alimenticia se da de acordo com o crescimento populacional.
Esse crescimento industrial e agricola traz consigo uma maior demanda de compostos
quimicos, que sdo utilizados, por vezes de forma indiscriminada, para prevencéo de pragas e

acabam contaminando rios, lagos e outros corpos d’agua (RODRIGUES, 2014).

O uso destes compostos quimicos na agricultura é bastante comum e importante para o
bom desempenho da produgdo dos cultivos, pois é muito comum que aparecam plantas
daninhas que se ndo controladas nos primeiros meses irdo se nutrir dos nutrientes do solo
causando uma baixa produtividade do cultivo. A cana-de-acucar é o cultivo de relevancia no
Brasil, e a principal cultura de Alagoas, e por isso a quantidade de herbicidas utilizados a fim
de controlar essas ervas infestantes sdo grandes (AGRIC, 2011).

Os herbicidas sdo bastante utilizados para controle de ervas daninhas (NOVACANA,
2013), e um deles é o herbicida hexazinona (Ci12H20N402), € um herbicida seletivo para
algumas espécies e age inibindo o fotossistema Il da fotossintese de seus alvos, porém, é
possivel encontrar na literatura que esse tipo de herbicida acaba por prejudicar organismos
nédo-alvo, como os peixes. Este herbicida tem fraca ligacdo com o solo, e, portanto, pode ser

facilmente lixiviado para corpos d’agua.

A lixiviacdo € o tipo de transporte que leva os herbicidas a atingirem as sementes ou
plantulas em germinacdo onde os mesmos irdo agir as inibindo (OLIVEIRA, 2001). Esse
transporte ocorre em todas as direcdes, mas € dependente da direcdo do fluxo da agua, sendo a
principal forma de transporte no solo das moléculas ndo voléateis e sollveis em agua (PRATA
et al. 2003). No entanto a lixiviacdo pode ser prejudicial, j& que em excesso contribui para que
o herbicida atinja o lencol freatico, sendo capaz de causar distlrbios no ecossistema aquatico
(WAUCHORPE et al. 1990; GISH et al. 1994).

Os herbicidas é o grupo de pesticidas mais encontrado no ambiente, como lagos, rios e
mares, 0 que é preocupante por possuir alto risco de contaminacdo ambiental dos organismos
aquaticos que ali vivem (OLIVEIRA et al. 2001). Uma vez em corpos d’agua, herbicidas
podem comprometer a salude da fauna aquatica, sendo capaz de causar, em peixes,

genotoxicidade e danos a sua capacidade antioxidante (TU et al. 2001)
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Uma forma de mensurar o impacto desses herbicidas sobre os organismos aquaticos é
através da avaliacdo do estresse oxidativo, que ocorre devido ao desequilibrio entre a
producdo de espeécies reativas de oxigénio e nitrogénio e a capacidade da defesa antioxidante
(MACHADO et al. 2009). A avaliacdo do estresse oxidativo consiste em investigar as
enzimas envolvidas na biotransformacéo e defesa antioxidante frente a xenobioticos, como os
herbicidas (BARBOSA et al. 2010).

Outra forma de mensurar esses danos é através de andlises ao DNA (Acido
desoxirribonucleico), onde é realizado ensaios toxicoldgicos para determinar os maleficios
dos agentes quimicos, que interagem com organismos por um determinado periodo em
exposicao (OGA et al. 2008). Assim, genotoxicidade é uma especialidade da toxicologia que
estuda os efeitos de xenobidticos no DNA ou material cromossémico (DE FLORA e

1ZZOTTI, 2007), sendo necessario analise sanguinea do individuo exposto a esses agentes.

Para a determinacdo do impacto ambiental dos herbicidas no ambiente aquatico se faz
necessario analises de um individuo ou organismo, sendo o peixe um bom bioindicador para
avaliacdo dos riscos causados por essas substancias em corpos hidricos (NUNES, 2013). A
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € um bom exemplo para utilizacdo na avaliacdo de
contaminantes ambientais. Pertencente a Ordem Perciformes tem origem africana (VERANI,
1980) e responde por 4% da producdo aquicola mundial, sendo o terceiro peixe mais cultivado
no mundo, ficando atras das carpas e salmonideos (FAO, 2010). O Brasil é o quarto maior
produtor de tilapia do mundo (PEIXEBR, 2018). Além da carne, seu couro e até a carcaga tem

valor comercial.

Os efeitos da exposicao a diversos grupos quimicos de herbicidas, vem sendo estudados
através de organismos modelos, como a tilapia do Nilo, por tenderem a ser compostos
reativos capazes de se ligar ao DNA e causar danos ao animal e a quem 0 consome.
Entretanto, se tratando do herbicida hexaziona, a quantidade de trabalhos existentes na
literatura com relacdo a seus efeitos em enzimas de biotransformacéo, no estresse oxidativo e
no material genético de animais aquaticos de uma forma geral é irrisoria. O presente tem
como objetivo avaliar os efeitos do herbicida hexazinona sobre o0 DNA e capacidade

antioxidante das branquias do peixe O. niloticus.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral
Investigar se o herbicida hexazinona induz genotoxicidade e alterar a capacidade antioxidante
das branquias do peixe O. niloticus (Linnaeus, 1758).

1.1.2 Objetivos especificos

- Avaliar danos ao DNA através do teste microndcleo;

- Avaliar a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) nas branquias;

- Avaliar a atividade da enzima catalase (CAT) nas branquias;

- Avaliar a atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) nas branquias;

- Avaliar a peroxidacdo lipidica através da determinacdo do malondialdeido (MDA).
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2 Revisao de Literatura
2.1 Toxicologia

A toxicologia é a ciéncia que determina os efeitos danosos de agentes quimicos (entidade
quimica capaz de causar dano a um sistema biol6gico), que interagem com organismos por
um determinado periodo em exposicao. Tais efeitos podem variar de leves, como irritacdo dos
olhos, a danos mais sérios, capaz de propiciar mutacdes ao DNA (Acido desoxirribonucleico),
e pode causar graves disturbios as fun¢Ges do organismo levando-o a morte (OGA et al.
2008).

O grau de gravidade dos danos difere em dois contextos, o quantitativo, no qual estéo
classificadas substancias que possuem efeitos nocivos em doses altas, no entanto em
baixissimas doses podem ser isentas de perigo. No qualitativo, vai depender da espécie e
linhagem, onde o agente tdxico pode ndo ser nocivo para uma espécie, para outra ele é de alta
periculosidade (OGA et al. 2008).

A ecotoxicologia é uma subarea da toxicologia que avalia os efeitos dos agentes toxicos,
naturais ou sintéticos, sobre os organismos vivos do ecossistema, sejam eles animais ou
vegetais terrestres ou aquaticos, incluindo assim os impactos derivados da interacdo das

substancias com o meio onde vivem os organismos (PLAA, 1982).

Para determinar a toxicidade do meio é realizado testes ecotoxicoldgicos, onde mede-se
alteracOes fisicas, morfolégicas ou comportamentais, dos organismos vivos que sao expostos
a diferentes concentracBes de agentes danosos para se avaliar sua letalidade, que significa a
morte por acdo direta. A exposicdo pode ser de duas formas, a aguda, quando a concentracao
letal (CL) do agente é dada em alta concentracdo por um periodo curto de tempo, e cronica,
onde ¢é dado concentragdes subletais em eventos periodicamente repetidos durante um periodo
maior de tempo (SCHVARTSMAN, 1991).

2.2 Herbicidas

Na agricultura é comum o uso de herbicidas para que haja sucesso na producdo, pois €
muito comum o0 aparecimento de ervas daninhas, que muitas vezes, mas ndo sempre, Sao
plantas exdticas e infestantes que se alimentam dos nutrientes presentes no solo trazendo
como consequéncia uma queda na produtividade do cultivo. Na cultura da cana-de-aguUcar, por

exemplo, nos primeiros meses de desenvolvimento essas ervas crescem fortemente se nao
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controladas com um bom manejo, o que causa perdas (AGRIC, 2011). Para o controle dessas
plantas séo utilizados os herbicidas (NOVACANA, 2013).

Segundo Kuva et al. (2003), as plantas daninhas competem com a cultura, absorvendo a
agua e os nutrientes disponiveis no solo, alem de bloguear os raios solares. Essa interferéncia
ocasiona uma reducdo significativa no rendimento da cultura, bem como a diminui a
longevidade do canavial e causa dificuldade nas operagdes de colheita e transporte, tornando-
se necessario 0 uso de herbicidas para controlar a infestacao.

Os herbicidas sdo agentes biologicos que tem por funcdo a erradicacdo e/ou inibigédo do
crescimento de espécies especificas, dependendo da sua classificacdo (EMBRAPA, 2005). Os

herbicidas séo classificados de acordo com seu grupo quimico, sao eles:

Quadro 1 — Classificagdo dos herbicidas quanto ao grupo quimico.

Grupo 1 | Ariloxifenoxipropionatos e| Grupo9 | Glicina substituida
Ciclohexanodionaas

Grupo 2 | Sulfoniluréias, Grupo 10 | Acido fosfinico
Triazolpirimidinas,
Imidazolinonas e  Pyrimidil-

benzoatos
Grupo 3 | Dinitroanilinas Grupo 12 | Piridazinona
Grupo 4 | Acido benzoico, acidos | Grupo 13 | Isoxazolidinona
fenoxicarboxilicos, Acidos

piridincarboxilicos e Acidos
quinolincarboxilicos

Grupo 5 | Triazinas e Triazinona Grupo 14 | Difeniléteres, N-fenil-
ftalimidas, Triazolinona e
Oxadiazol

Grupo 6 | Benzoatiadizol Grupo 15 | Cloroacetamidas

Grupo 7 | Uréias Grupo 22 | Bipiridilios

Grupo 8 | Thicarbamatos Grupo 28 | Isoxazol e Tricetonas

Fonte: EMBRAPA, 2005.

A classificacdo toxicologica dos herbicidas é dividida em quatro classes de acordo com a

Agéncia nacional de vigilancia sanitaria - Anvisa (2011), 6rgéo de controle do Ministério da
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Saude. Cada classe possui uma cor especifica no rotulo e na bula indicando o nivel de

periculosidade do produto para a saude (Quadro 2).

Quadro 2 - Classificacdo dos herbicidas quanto a toxicidade.

Classe | Extremamente toxico Vermelha
Classe Il Altamente toxico

Classe Il Medianamente toxico Azul
Classe IV Pouco tdxico Verde

Fonte: Anvisa, 2011.

Cada herbicida possui um determinado mecanismo de agédo, desses 0os mais importantes
sdo: mimetizadores da auxina, inibidores da fotossintese, inibidores da divisdo celular,
inibidores da PROTOX (enzima protoporfirinogénio oxidase), inibidores da sintese de
carotenoides, inibidores da sintese de lipideos e inibidores da sintese de aminoacidos
(OLIVEIRA et al. 2011). O método de aplicagdo de herbicidas é através da pulverizacdo da
substancia no solo, que depende do tipo de bico utilizado para garantir sua eficacia. O bico
mais utilizado é o hidraulico, que produz gotas de diferentes tamanhos (OLIVEIRA et al.
2011).

A aplicacdo dos herbicidas ao solo por vezes é em quantidade maior do que a permitida e
necessaria, devido a isso as plantas ndo conseguem absorver e aquela substancia se encontra
no solo podendo ser lixiviada. Isso ocorre porque as interagdes dos herbicidas com o solo séo
altamente variaveis e imprevisiveis, podendo através da precipitacdo atingir o meio ambiente

aquatico e posteriormente os seres humanos (EMBRAPA, 2011).

Muitos estudos acerca do nivel de toxicidade dos herbicidas aos animais e humanos vém
sendo realizados. Em 2015 a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC),
orgdo da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), divulgou que cinco pesticidas sé@o

carcinogénicos: tatraclorvinfos, parationa, melationa, diazinona e o glifosato.

A hexazinona € um herbicida utilizado no cultivo da cana-de-agUcar, classificado
toxicologicamente na classe 111, com férmula molecular C12H20N40O2, sendo recomendada sua

aplicacdo em pré e pds-emergéncia das plantas infestantes (ANVISA, 2006).
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Figura 1. Estrutura molecular do herbicida Hexazinona.

Fonte: Anvisa, 2006

O mecanismo de acdo do herbicida hexazinona consiste na inibicdo da fotossintese de
gramineas e algumas espécies lenhosas. Ele causa a morte da planta pela perda da fotossintese
dos tecidos afetados, destruindo os &cidos graxos nos tilacoide e outras membranas celulares
préximos aos locais de producdo de radicais livres, e 0 dano causado por estes radicais livres

ele leva a planta a clorose, necrose e morte (OLIVEIRA et al. 2011).

2.3 Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A piscicultura € uma éarea que cresce a cada dia no pais, segundo levantamento da
PeixeBR (2018), em 2017 a producéo brasileira atingiu 691.700 toneladas, 8% a mais que em
2016. A maior producdo se da ao cultivo de tilapia, o que coloca o Brasil em um dos quatro

maiores produtores de tilapia do mundo.

A tilapia do Nilo é um peixe de origem africana pertencente a Ordem Perciformes
(VERANI, 1980). E um dos peixes mais importantes e cultivados do mundo devido a sua
rusticidade e adaptabilidade ecoldgica. Este peixe se expandiu na aquicultura e pode ser
encontrado em todos os paises (TREWAVAS, 1983; WELCOMME, 1988), se tornando uma
das espécies mais bem cultivadas na aquicultura (SURESH, 2003). As tilapias respondem por
4% da producdo aquicola mundial, sendo o terceiro peixe mais cultivado no mundo, ficando

atras das carpas e salmonideos (FAO, 2010).

Os sistemas aquicolas que tiveram a introducdo da tilapia do Nilo, obtiveram um
aumento na producdo de alimentos e reducdo da pobreza, uma vez que foi criado a aquicultura

alternativa e desenvolvido meios de subsisténcia pesqueira (WISE et al. 2007). Esse
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crescimento é favoravel em paises tropicais e subtropicais, com custo de producdo baixo,
facilitando o comércio com os EUA (FAOQ, 2006).

A producdo de tilpias apresentam um grande impacto na sociedade, sua producdo
proporciona um aumento na renda familiar de pequenos produtores, beneficia as mulheres,
uma vez que os incubatorios e programas de melhoramento genético empregam muitas
mulheres, além de sua producgdo ser uma fonte geradora de emprego é uma importante fonte
de proteina (CABI, 2013).

As tilapias apresentam maturidade sexual entre o 3° e 4° més ap0s a introducdo do
alevino (LEVEQEU, 2002). S&o animais de coloracdo azulada ou acinzentada, que varia
dependendo do ambiente em que estdo, com presenca de listras claras e escuras. Os machos
possuem a caracteristica de nadar em cardume, principalmente alevinos e animais jovens
(TERRA DA GENTE, 2015). A reproducdo dessa espécie € dada por meio da fertilizacdo dos
ovos pelo macho, onde 0 mesmo prepara o ninho para a fémea depositar os ovos. Apos a
fertilizacdo, a fémea incuba os ovos na boca até mesmo depois da eclosdo, os alevinos
permanecem l4 para protecdo (CABI, 2013). A Tilapia do Nilo possui caracteristicas bastante
interessantes e de grande valia a piscicultura, sdo animais rasticos, resistentes a diferentes
sistemas de manejo, a doenca, a alta densidade, habito alimentar omnivoro e atingem o peso
ideal mais rapido (CASTAGNOLLI, 1992), fazendo com que fosse facilmente disseminada

pelo mundo.

Apesar de suas caracteristicas favoraveis, a Tilapia do Nilo tende a se tornar uma praga,
caso sejam soltas no ambiente natural, pois 0os machos sdo extremamente territorialistas,

competem com as espécies nativas por comida e espaco (TERRA DA GENTE, 2015).

2.4 Efeitos dos contaminantes ambientais sobre a capacidade antioxidante

O ambiente aquatico vem sofrendo devido aos xenobidticos que tem sido despejado no
mesmo pelas comunidades urbanas, propriedades rurais e inddstria, como pesticidas
organoclorados, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHSs), bifenilas policloradas
(PCBs), dioxinas e furanos (VAN DER OOST et al. 2003). A presenca de xenobioticos nos
ecossistemas aquaticos vém crescendo de forma alarmante, podendo afetar os seres vivos que

habitam esses ecossistemas e danificar seus sistemas defensivos (ARIAS et al. 2007).
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Os seres vivos possuem vasto e complexo sistema de protecdo antioxidante, um deles € o
mecanismo de defesa contra espécies reativas formadas constantemente no metabolismo
celular e em eventos patologicos, como na presenca de xenobioticos. A producdo dos radicais
livres é principalmente realizada na mitocéndria através da cadeia transportadora de elétrons,
no momento que h& a producdo de energia, esse evento também é capaz de ocorrer na
membrana celular e no citoplasma (BARBOSA et al. 2010). O elétron que esta
desemparelhado desses radicais se posiciona no centro dos atomos de oxigénio ou nitrogénio
dando origem e denominacao as especies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) (BARREIROS et al. 2006). Entretanto, esses radicais se produzidos em
excesso podem causar a oxidacdo de macromoléculas biolégicas, como o DNA e proteinas.
Este desequilibrio entre a producéo de espécies reativas e a capacidade de defesa antioxidante

do organismo ¢é denominado estresse oxidativo (MACHADO et al. 2009).

O processo de peroxidacdo lipidica € um dos principais fatores que causam danos a
membrana celular atingida pela acdo das EROs e ERNs. A peroxidacdo lipidica é uma reacao
a acdo dos radicais livres sobre os lipidios. O processo é dado através de um radical livre
comecam a agredir os acidos graxos polinsaturados dos fosfolipideos das membranas das
células, causando a desintegracdo da membrana e possibilitando a entrada da EROs nas
estruturas intracelulares. As espécies toxicas ativam a fosfolipase, pela desintegracdo dos
fosfolipideos, liberando os acidos graxos ndo saturados. Esses levam a formacédo de aldeidos
que sdo toxicos para as células e levam a formacao de outras espécies reativas (HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 1989). Esse processo gera alteracdes na estrutura e permeabilidade das
membranas fazendo com que a seletividade na troca idnica e liberagdo do conteddo de
organelas sejam perdidos (FERREIRA et al. 1997).

A oxidacgdo de lipidios e proteinas, causada pelo estresse oxidativo, compromete a
qualidade de Oleos vegetais e da gordura animal acarretando sabores e odores desagradaveis,
além de alteracdes na cor, solubilidade, viscosidade, etc (MOREIRA e MANCINI-FILHO,
2004).

E através de antioxidantes produzidos pelo corpo (enzimaticos) ou absorvidos na dieta
(ndo enzimaticos) que é possivel combater o excesso das espécies reativas (BARREIROS et
al. 2006). Estes antioxidantes sdo substancias capazes de regenerar as moléculas dos
reagentes, que sdo o0s substratos, ou prevenir significativamente a sua oxidacao
(HALLIWELL et al. 2000).
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Diversas enzimas antioxidantes sdo sintetizadas na fase | pelas células para que exista
equilibrio na sintese e armazenamento de EROs e ERNs. Podem ser citadas: a Superdxido
dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo do O.", convertendo-o em H2O. (peroxido de
hidrogénio), e a Catalase (CAT) que catalisa a formacéo de agua e oxigénio a partir de H20».
O sistema de defesa antioxidante de fase Il inclui as enzimas antioxidante glutationa S-
transferase (GST) e a Glutationa Retutase (GR), além da proteina glutationa (GSH) que é
oxidada (GSSG) e reduzida (GSH) pela GR em um sistema dependente de NADPH (fosfato
de dinucleotideo de adenina e nicotinamida) (OLIVEIRA e SCHOFFEN, 2010).

A L-Glutationa redutase (GSH) é um tiol muito importante na defesa celular contra
EROs e outros perdxidos, ja que possui baixa massa molecular, além de servir como substrato
para outras enzimas desintoxicantes (SRIKANTH et al. 2013). A enzima GST promove a
conjugacdo da GSH com produtos enddgenos causadores de danos oxidativos promovendo a
desintoxicacdo (DUDLER et al. 1991; BARLING et al. 1993). Esta enzima realiza a catalise
da conjugacdo de glutationa (GSH) reduzindo a toxicidade de xenobidticos através da
producdo de conjugados soltveis em dgua (COLE, 1994; KREUZ et al. 1996).

2.5 Genotoxicidade

Genotoxidade é um termo da genética que avalia o efeito danoso de substancias sobre o
material genético da célula (DNA, RNA). A genotoxicidade ocorre através de agentes
mutagénicos, genotoxinas, que causam mutacbes a0 DNA. As genotoxinas incluem-se
substancias quimicas e radiacdo (DE FLORA e 1ZZOTT], 2007).

Ha varias formas de identificar os danos causados por agentes toxicos aos animais, uma
delas € o teste microndcleo, que pode ser realizado in vivo ou in vitro. In vivo 0s animais sdo
submetidos as substancias toxicas afim de induzir danos cromossémicos que serdo
mensurados atraves da analise dos eritrocitos presentes na medula 6ssea e/ou no sangue, com
objetivo de avaliar os efeitos citogenéticos de uma determinada substancia através do

aparecimento de micronucleos (OECD, 1997).

Os micronucleos sdo resultados de uma mutagdo cromossémico, ocorre a fragmentacéao
do mesmo, onde h& um atraso na migracao para o polo da célula a nivel da anéfase, e quando
a célula entra em tel6fase esses fragmentos sdo incluidos a célula filha havendo uma fusédo
com o nucleo principal ou formando um nucleo secundério, que é chamado de microndcleo
(AGOSTINI, 1993).
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Bucker et al. (2012) observaram um aumento na quantidade de micronucleos nas células
sanguineas de peixes elétricos submetidos a concentracdo de 25 ppm de benzeno por mais de

72 horas, bem como outras anormalidades nucleares.

Astyanax bimaculatus (Lambari) tratados com ciclofosfamida ou sulfato de vinblastina
mostraram que a frequéncia de micronucleos ndo diferiu entre as diferentes doses usadas de
sulfato de vinblastina. Entretanto ao comparar os tratamentos contaminados com o controle os
resultados mostraram preocupantes, devido a alta frequéncia de microndcleos em todas as
doses quando comparadas ao controle (MATSUMOTO e COLUS, 2000).

2.6 Herbicida hexazinona e seus efeitos para organismos nédo alvos

A classificacdo toxicoldgica do herbicida hexazinona de acordo com a Anvisa € mediana,
no entanto possui uma ligacdo fraca com o solo e devido a isso pode contaminar as aguas
subsuperficiais através da lixiviacdo. 1sso pode prejudicar toda a fauna aquética (TU et al.
2001). Mongquero et al. (2008) confirmaram que a mistura dos herbicidas diuron + hexazinona
apresenta uma alta lixiviacdo em solos argilosos (PARAHYBA et al. 2008).

Devido ao fato dos herbicidas possuirem risco toxico, Lewis et al. (2009) a fim de
quantificar esses possiveis danos ao meio ambiente aquéatico na Australia, coletaram amostras
de agua de 76 rios e riachos durante inundacfes em 3 regides da grande barreira de coral,
sendo areas contendo mais de 10% de cultivo de cana-de-agUcar, de 0 a 10 % de cultivo de
cana-de-agUcar, pastagens sem cana, terras urbanas e subdesenvolvidas. Apés analises foi
detectado residuos dos herbicidas diuron, atrazina, hexazinona, ametrina, tebutirao, simazina,
metacloro, bromacil, 2,4-D (Acido diclorofenoxiacético) e MCPA (Acido (4-cloro-2-
metilfenoxi) acético).Os herbicidas diuron, atrazina, hexazinona e ametrin os que foram
detectados em concentracfes relativamente altas e de maior incidéncia em locais onde ha a
presenca da cana-de-acUcar. A presenca dessas substancias no ambiente pode afetar os
organismos marinhos de forma negativa, como alteracGes na estrutura de manguezais, de

plantas marinhas e nos ecossistemas dos recifes de corais (LEWIS et al. 2009).

O salmdo do atlantico ao ser exposto a uma concentracdo de 100 pg/L de hexazinona
durante 21 dias, ndo apresentou modificagdes significativas nos sistemas fisiologicos e
enddcrinos dos mesmos, como também ndo houveram mortes no decorrer constatando que a
tolerancia a salinidade do salmédo do atlantico foi afetada (NIEVER-PUIGDOLLER et al.
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2007). Por outro lado, ja para salmdes juvenis do Pacifico a hexazinona mostrou-se
ligeiramente toxica, com CL 50 (96h) entre 236-317 mg/L (WAN et al. 1988).

A Velpar K® WG, mistura comercial de diuron e hexazinona, causou em embrides de
peixe paulistinha (Danio rerio) edemas, atraso no desenvolvimento, absor¢do do saco
vitelinico e deformidade da cauda, com CL50-96h de 37,45 mg/L. Ja em peixes adultos a
CL50-96h foi de 50,41 mg/L. Esses animais também mostraram alteracbes comportamentais
como natacdo erratica, perda de equilibrio, periodos de paralisia e permanéncia dos peixes no
fundo dos aquérios (TESOLIN et al. 2014).

Franco-Bernardes et al. (2015) também testou Velpar K& WG em animais adultos de ambos
0s sexos da espécie tilapia do Nilo, animais relativamente resistentes, tendo como resultado a
inducdo de etoxiresorufina-O-desetilase (EROD), que determina a atividade catalitica, e dano
genotoxico. Esses resultados indicam que Velpar K® WG pode ser toxico para organismos
aquaticos, sendo animais menores mais suscetiveis a biomarcadores quimicos e 0s maiores
mais suscetiveis a danos genotoxicos (FRANCO-BERNARDES et al. 2015).

SOUZA-FILHO et al. (2011) constataram que animais expostos a um herbicida a base de
glifosato (R. Transorb), um dos mais utilizados no mundo para prevencéo de ervas daninhas, é
toxico em exposicdo aguda nas seguintes concentracdes 2, 4, 8, 16 e 32 pl/L, para o peixe
Poecilia reticulata. Este herbicida causou alteracdes comportamentais, promovidas pela a

acdo do herbicida no sistema nervoso e branquial.

Canabarro e Toledo (2010) avaliaram o estresse oxidativo em figados de peixes
Oreochromis niloticus submetidos a diferentes tipos de ambientes artificiais, com peixes
coletados na bacia do Rio Piragibu-Mirim (Sorocaba/SP), ambiente de represa com fluxo de
agua corrente, outra coleta em Lago do Paco, com amostras de peixes de ambientes artificiais
com pouco fluxo de &gua e em outro ponto pesqueito Maeda, com pouco fluxo de dgua, onde
a 4gua sai de um lago para o outro. Os resultados indicaram que ocorreu uma gqueda nos niveis
de MDA (Malondialdeido) nos grupos Maeda e Pacgo, e nos niveis de GST (Glutationa S-
transferase), enzima antioxidante, sinalizando que o figado pode ter suas defesas antioxidantes

comprometidas.

O herbicida atrazina causou a reducdo no contetdo hepatico de MDA (Malondialdeido)
quando comparados aos grupos controle, e a concentragdes de 2 pg/L e 10 pg/L reduziu

significativamente as atividades hepaticas das enzimas antioxidante SOD e CAT em relacdo
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ao grupo controle, demonstrando ndo ser uma concentracao segura para a espécie Prochilodus
lineatus (SANTQOS, 2010).
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3 Material e métodos

3.1 Quimico

Herbicida Hexazinona (Ci12H20N402) (3-Cyclohexyl-6-dimethylamino-1-methyl-1,3,5-
triazine- 2,4(1H, 3H)-dione).

3.2 Animais e desenho experimental

Foram utilizados no total 108 peixes juvenis da espécie Oreochromis niloticus (Tilapia
do Nilo) (2,6 £ 0,3 g peso corporal), adquiridos no Nucleo de Piscicultura da Universidade
Federal de Alagoas e transportados para o Laboratério de Aquicultura do Centro de Ciéncias
Agrérias (CECA-UFAL), onde o experimento foi realizado. Os peixes passaram por duas
etapas de aclimatacdo, a primeira foi em tanque de recepcdo com recirculagdo de agua com
biofiltro e aeracdo constante. Apds uma semana os peixes foram alocados em aquéarios de
vidro (20L) durante 8 dias com controle de temperatura (26+1°C), e fotoperiodo 12h dia/12h
noite. Os animais foram alimentados 3 vezes ao dia com racdo comercial e 0s parametros de

qualidade da &gua monitorados atraves do teste colorimétrico.

Apos periodo de aclimatacdo, os peixes foram submetidos a ensaios toxicolégicos da
formulacdo comercial da Hexazinona (HZN). O experimento foi realizado com 18 aquarios
com capacidade de 20L cada (Figura 2), sendo 6 animais por aquério distribuidos de forma
aleatdria em seis tratamentos, com trés repeticdes cada. Os aquarios foram distribuidos da da
seguinte forma: 0,0 mg/L, HZN1 que continha 8,8 mg/L de hexazinona, HZN2 continha 17,6
mg/L e hexazinona, HZN3 com 35,2 mg/L, HZN4 com 70,4 mg/L e HZN5 140,8 mg/L
(Figura 3). Durante todo o experimento foi observado o comportamento e coloracdo dos

peixes expostos ao herbicida.
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Figura 2 — Aquarios experimentais

Aquarios utilizados para a realizacdo do experimento,
distribuidos de forma aleatéria e identificados de acordo com
0 tratamento.

Figura 3 — Contaminacgao dos aquérios

Aplicacédo do herbicida hexazinona nos aquarios de acordo
com as concentracoes.

Apo6s 96h de exposicdo os individuos foram eutanasiados utilizando 100 mg/L do
anestésico MS-222 (metanosulfonato de tricaina) e o sangue retirado com seringa contendo
EDTA 10% (acido etilenodiamino tetra-acético), para as analises de genotoxicidade (Figura
4). Para analise da capacidade antioxidante foi coletada toda a branquia de trés animais por
aquario tendo o excesso de sangue lavado com solucdo salina gelada (0,9%), e em seguida

congelados em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80 °C.
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Figura 4 — Coleta sanguinea

Coleta de sangue periférico em seringa contendo EDTA 10%.

3.3 Micronucleo

Para o teste de micronucleo foram preparadas duas ldminas por tratamento com 20 uL da
solucdo de sangue periférico / EDTA 10% por esfregaco em lamina histologica. Apds
secagem a temperatura ambiente e fixacdo em etanol absoluto (10 minutos) as laminas foram
coradas. A coloracgéo foi feita com o conjunto de corantes KIT INSTANT PROV seguindo
protocolo padrdo do kit. Os micronucleos foram identificados utilizando microscépio optico
(Nikon eclipse 50i) (ampliacdo de 1000X, imersdao em 6leo), e pontuado a frequéncia de
eritrocitos micronucleados (MNE). Corpos de cromatina ndo refrativos, circulares ou ovoides,
menores do que um terco do ndcleo principal e apresentando 0 mesmo padrdo de coloracédo e
de focalizacdo como o nucleo principal, foi classificado como micronucleo (AL-SABTI e
MELCALFE, 1995).

A porcentagem de microntcleos foi obtida através da formula abaixo:

%MN = (Numero de células contendo microndcleo / Numero total de células contadas) x 100

3.4 Analise da capacidade antioxidante

3.4.1 Preparo das amostras
As branquias inteiras dos peixes foram homogeneizadas em tampdo fosfato de potassio
(pH 7.4) 0,2 M e em seguida centrifugadas (14000 rpm, 4°C 10 minutos). O sobrenadante

resultante foi utilizado para as seguintes andlises: superdxido dismutase (SOD), catalase
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(CAT), glutationa S-transferase (GST) e do produto da peroxidacao lipidica o Malondialdeido
(MDA), que foram realizadas em espectrofotdmetro.

3.4.2 Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da SOD foi mensurada nas branquias de acordo com Dieterich et al. (2000),
baseado na capacidade desta enzima catalisar a reacdo do superoxido Oz e o perdxido de
hidrogénio. Para a mensuracdo da absorbancia (A= 570nm) da superdxido dismutase (SOD)
foram utilizados as seguintes solucGes: MTT ((3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide) (1,25 mM), Acido Pirogalico (100 uM) e tampé&o fosfato 0.2 M
pH 7,0 que foram adicionados a amostra em microtubos e levados para estufa a 37°C por 10
minutos. Passado o tempo as amostras foram retiradas e foi adicionado o0 reagente
Dimetilsufoxido (DMSO). As amostras foram entdo lidas em cubeta de quartzo em
espectrofotbmetro, onde as médias de cada tratamento foi dividida pela média do padrdo e o
resultado multiplicado pelo fator de diluicdo.Os resultados foram expressos em SOD U/g
tecido.

A atividade CAT foi mensurada segundo Aebi (1984), através da taxa da queda da
absorbéancia em 60 segundos do peréxido de hidrogénio (H202) (10 mM) diluido em tampé&o
fosfato de potéssio 0.2 M (pH 7.0). A mensuracdo foi realizada em espectrofotdmetro (A=
240nm). O coeficiente de extin¢cdo molar do peroxido de hidrogénio (€240 = 36 mol/ L/ cm)
foi utilizado para os célculos e seu resultado foi multiplicado pelo fator de dilui¢do. Os

resultados foram expressos em pumol/min/g tecido.

A atividade da enzima GST foi realizada de acordo com Habig et al. (1974), através do
aumento da absorbancia (A= 340 nm) do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB)
durante 60 segundos. Foi utilizado tamp&o A (0,1 M) pH 7,0, CDNB (0,1 M) e L-glutationa
redutase (GSH) (100 mM). O coeficiente de extingdo molar do CDNB €340 = 9,6 mM™ cm™?

foi utilizado para os célculos. Os resultados foram expressos como pmol/min/g tecido.
3.4.3 Determinacéo do malondialdeido

A determinacdo de malondialdeido (MDA) realizou-se de acordo com Buege e Aust
(1978). As amostras foram pipetadas em microcubos, sendo 300 puL de amostra e 600 puL de
solucdo TBARS (&cido tricloroacético (15%) / &cido tiobarbiturico (0,375%) / &cido cloridrico

(0,6%)), permanecendo em banho maria a 90°C por 40minutos. Em seguida as amostras
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foram resfriadas em gelo por 5 minutos, posteriormente foram centrifugadas a 2500 rpm
durante 5 minutos & 18°C. A leitura (A= 535 nm) foi realizada em espectrofotémetro
utilizando cubeta de quartzo. Os niveis totais de MDA em cada amostra foram determinados
por meio de curva padrdo a partir de concentragcbes conhecidas de 1,1,3,3-

tetramethoxypropane (TMPO) e os resultados expressos em uM/ g tecido.

3.5 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Graphpad Prism (versao
6.0, Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados foram expressos em média +
erro padrdo da média e avaliados pela andlise de variancia unidirecional (ANOVA) seguido

do test t. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas em P < 0,05.
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4 Resultados e discussao
4.1 Resultados

No momento em que se realizou a contaminacdo dos aquarios com o herbicida
hexazinona os animais apresentaram as seguintes mudancgas comportamentais: no tratamento
controle, os animais apresentaram natacdo perfeita e coordenada, nas demais concentragdes 0s
peixes estavam agitados e ocorreu escurecimento da superficie corporal, quanto maior a
concentracdo maior a mudanca de coloracdo (Figuras 5 e 6). Nas concentragcdes maiores 35,2
mg/L (HZN3) 70,4 mg/L (HZN4) e 140,8 mg/L (HZN5) os animais se mantiveram no fundo

do aquério, subindo a todo momento a superficie e nadando de forma desordenada.

Figura 5 — Peixe tratamento controle

Peixe tratamento controle apresentando caracteristicas
corporais superficiais normais.

Figura 6 — Peixe HZN5 140,8 mg/L

Peixe HZN5 apresentando superficie corporal escurecida.
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Ao término do experimento, os animais foram anestesiados para a coleta de sangue e dos
orgdos. Neste momento foi possivel observar que alguns animais dos tratamentos HZN2 8,8
mg/L, HZN3 17,6 mg/L e HZN5 140,8 mg/L de hexazinona apresentavam a base de suas
nadadeiras vermelhas, o que indica hemorragia (Figura 7).

Figura 7 — Sinais de hemorragia

Peixe apresentando sinais de hemorragia na base da nadadeira. As setas presentes na
imagem apontam o local da hemorragia.

Observou-se a presenca de micronlcleos em eritrocitos de Oreochromis niloticus nos
tratamentos com as seguintes concentragfes: 17,6 mg/L, 35,2 mg/L, 70,4 mg/L e 140,8 mg/L
(Figura 8). Os animais que foram expostos a concentragao de 140,8 mg/L apresentaram maior
porcentagem de células micronucleadas (P< 0,0001) quando comparado com o tratamento

controle (Figura 9).

Figura 8 — Eritrocitos micronucleados

Eritrocitos de Oreochromis niloticus apresentando micronucleos nas concentragdes 17,6,
35,2, 70,4 e 140,8 mg/L. As setas presentes na imagem apontam a localizagdo dos
micronucleos nos eritrocitos.
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Figura 9 — Porcentagem de eritrécitos micronucleados
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Porcentagem de micronucleos em células de Oreochromis niloticus.
* diferenca significativa a nivel de 1% de probabilidade e ** a 5% de
probabilidade em relagdo ao tratamento controle.

A atividade da enzima SOD nas branquias, mostrou reducdo no grupo de peixes expostos

a 140,8 mg/L (P = 0,005) de hexazinona em relagédo ao controle (Figura 10).

A CAT aumentou (P = 0,02) nos peixes expostos a 17,6 mg/L em relacdo ao controle
(Figura 11). A atividade da enzima GST aumentou nas concentragdes: 17,6 (P = 0,003), 35,2
(P = 0,002), 70,4 (P = 0,03) e 140,8 mg/L (P = 0,02) quando comparado com o tratamento
controle (Figura 12). O MDA, produto da peroxidacéo lipidica, ndo apresentou diferenca entre

as branquias dos animais em nenhuma das concentracdes testadas (Figura 13).
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Figura 10 — Atividade da SOD Figura 11 — Atividade da CAT
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Atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-
transferase (GST) e niveis do produto da peroxidacéo lipidica o malondialdeido (MDA) em
brénquias de O. niloticus expostos as concentragdes 0, 8,8, 17,6, 35,2, 70,4 e 140,8 mg/L. *
diferenca significativa a nivel de 1% de probabilidade e ** a 5% de probabilidade em relagéo
ao tratamento controle.

4.2 Discussao

Durante o experimento (96h) ndo houveram mortes, indicando que o herbicida
hexazinona se utilizada até a concentracdo de 140,8 mg/L ndo causara morte em Oreochromis
niloticus. Tal fato pode ser devido a alta rusticidade e adaptabilidade ecoldgica da tilapia do
Nilo (TREWAVAS, 1983; WELCOMME, 1988). O mesmo herbicida também apresentou
baixa toxicidade a concentracdo de 100 pg/L para salmdo do atlantico, ndo ocasionando
mortes no decorrer de 21 dias em um experimento realizado por Nieves-Puigdoller K. et al.
(2007).

Em relacdo ao comportamento agitado e o escurecimento superficial, o mesmo foi
observado por Botelho et al. (2009) em alevinos de tilapia do Nilo submetidos a teste agudo
de toxicidade com o herbicida atrazina. As reacGes que ocorrem em tecidos animais para que
haja a producdo de energia pode explicar esse escurecimento, uma vez que sdo formados

radicais livres instaveis que atacam outras moléculas e aceleram a oxidacao de tecidos.
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Se tratando de danos no DNA, foi possivel observar uma maior frequéncia de eritrécitos
micronucleados no tratamento de maior concentracdo, 140,8 mg/L. O mesmo foi observado
por Ventura et al. (2008) e Nwani et al. (2011), utilizando a formulacdo comercial do
herbicida atrazina, eles perceberam efeitos genotdxicos e mutagénicos em O. niloticus devido
ao aumento do numero de células micronucleadas, que acarreta em prejuizo para o
desenvolvimento e a reproducdo desses animais. Este resultado demonstra que o herbicida
hexazinona é capaz de causar danos ao material genético de tilapia do Nilo, o que pode

indicar atraso na divisdo cromossomica.

Quanto as enzimas antioxidante, houve uma reducdo na atividade da SOD nas branquias
do grupo exposto a 140,8 mg/L de hexazinona em relagio ao tratamento controle. E comum a
atividade da SOD aumentar em peixes que vivem em locais poluidos, uma vez que h& o
aumento do radical superoxido (O2) no meio exigindo a acdo da enzima. A reducdo da
atividade dessa enzima, pode ser explicada devido ao fato do excesso de radicais superéxido
ou o perdxido de hidrogénio serem capazes de oxidar a cisteina da enzima diminuindo a sua
atividade (VAN DER OOST et al. 2003).

E de se esperar que em situacBes de exposicdo a herbicidas causem uma maior inducéo
do sistema antioxidante, uma vez que sdo capazes de aumentar 0s niveis de espécies reativas.
A CAT tem sido considerada uma boa forma de avaliar se esta ocorrendo o estresse
oxidativo (VAN DER OOST et al. 2003). O aumento da atividade dessa enzima é interpretado
com uma defesa do organismo na tentativa de eliminar as espécies reativas de oxigénio. No
presente trabalho, a CAT apresentou um aumento significativo no tratamento de concentracao
17,6 mg/L em comparacdo ao grupo controle em branquias de O. niloticus. Niogy et al.
(2002) estudando a glandula digestiva de Oyster (Saccostrea cucullata) também verificou um
aumento da CAT em populacBes que vivem em ambientes poluidos em comparacao a regiao
ndo poluida em diferentes estacdes do ano. Clasen (2009), observou um aumento dessa
enzima no figado de carpas expostas por 30 dias ao inseticida carbofuran, no entanto 0 mesmo
autor observou que as carpas quando expostas a fiopronil a enzima CAT diminuiu no tecido
hepatico. O aumento da CAT a concentracdo de 17,6 mg/L pode ser reflexo da resposta
adaptativa do 6rgdo a uma alta producdo de peroxido de hidrogénio a fim de evitar danos

celulares pelo aumento da sintese de H>O._causada pelo herbicida hexazinona.

A reducdo apresentada da enzima SOD foi proveniente da alta concentragdo de H2O,
confirmada pelo aumento da CAT. De acordo com Hodgson e Fridovich (1973), esse fato
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ocorre devido ao cobre que se encontra ligado a histidina no sitio ativo da enzima que ao

entrar em contanto com o H2O2 tem seu estado alternado durante seu ciclo catalitico.

Em relacdo ao biomarcador de fase Il da biotranformacéo, pode-se observar aumento da
atividade da GST nas branquias de tilapia do Nilo nas concentracbes 17,6, 35,2, 70,4 e 140,8
mg/L. Esse resultado se equipara ao encontrado por Almeida et al. (2005), onde foi
observado um aumento significativo da GST em peixes expostos ao sedimento coletado em
locais poluidos e também em peixes mantidos em locais impactados em relagdo a animais que
viviam em locais de referéncia (CAMARGO e MARTINEZ, 2006). Esse aumento da GST
implica em um aumento na metabolizacdo da hexazinona (GALLAGHER et al. 2001),
indicando uma maior capacidade de detoxificacdo frente a condicOes fisioldgicas oxidantes
nas branquias ocasionada pelo herbicida hexazinona, assim fornecendo protecéo contra o

estresse oxidativo.

Os niveis de MDA nédo evidenciaram peroxidacao lipidica nas branquias dos peixes
expostos ao herbicida hexazinona. O nivel de peroxidacéo lipidica pode variar em diferentes
espécies de peixes, como observado por Ahmad et al. (2000), que constatou em seu estudo
diferencas entre a peroxidacdo de animais de agua salgada e doce. A auséncia da peroxidacéo
lipidica em Tilapias do Nilo expostas ao herbicida hexazinona pode ser explicada pelo

aumento da enzima GST, que forneceu protecdo antioxidante.

Os herbicidas sdo bastante benéficos a producgdo, evitando perdas. No entanto, vém
crescendo a problematica de seu uso, devido aos efeitos potenciais da exposicao repetitiva a
baixos niveis, e da sensibilidade diferenciada de animais em relacdo a idade, sexo ou
tamanho (FREEMARK e BOUTIN, 1995).
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5 Conclusao

Este trabalho demonstrou que concentracBes subletais do herbicida hexazinona séo

capazes de causar danos ao DNA e estresse oxidativo nas branquias de tilapia do Nilo.
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