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1. INTRODUCAO

A resposta fisiolégica de estresse é regulada pelo eixo hipotalamo-hipofise-
interrrenais (HHI) e sua ativacdo culmina na liberacdo de glicocorticoides na
corrente sanguinea. Este grupo de horménios é responsavel por modular ajustes
metabolicos e ibnicos necessarios para se lidar com desafios ambientais, dessa
forma, alteragbes no funcionamento deste eixo podem diminuir o fithess das
espécies (CERICATO et al., 2008). O perfil leucocitario e a razdo ente
neutrofilos:linfocitos (N:L) s&o alterados em resposta a liberagdo de
glicocorticoides, portanto, podem ser utilizados como marcadores de estresse
confiaveis. Aumentos na razdo N:L estdo correlacionados a elevacbes nas
concentracdes plasmaticas de corticosteroides (DAVIS et al. 2008).

No Rio Grande do Sul, as praticas de monoculturas, como o arroz,
promovem a descaracterizacao e degradacao do ambiente aquatico. Parte desses
impactos esta relacionada com a utilizacdo de agrotoxicos que podem poluir
corpos d’agua adjacentes as plantacdes. Dentre estes compostos, o herbicida
Roundup® (RD) € um dos mais populares (SALBEGO et al., 2010). Este
composto possui acdo nao seletiva e contém glifosato (N-fosfonometil glicina)
como seu principio ativo (JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002).

A acdo do glifosato sobre a fisiologia de vertebrados esta relacionada a
desregulacéo das vias de esteroidogénese. Este composto inibe a transcricdo da
proteina de esteroidogénese rapida (proteina stAR), responsavel pelo transporte
de moléculas de colesterol de fora para dentro da membrana mitocondrial. Dessa
forma, a producdo de horménios esterdides € diminuida (WALSH et al., 2000).
Sendo assim, o glifosato pode alterar diversos processos fisiolégicos que sao
modulados por tais horménios, como a resposta fisioldgica de estresse (SOSO et
al., 2007; CERICATO et al., 2008). Aléem de alteracdes nas vias esteroidogénicas,
0 RD pode causar também aumento no estresse oxidativo pela acdo de diversos
surfactantes presentes em sua formulacdo. Estes compostos inibem a acédo de
enzimas antioxidantes, dessa forma, potencializam danos causados por espécies
reativas de oxigénio em estruturas celulares e diversos tecidos (GLUSCZAK et al.,
2007). O processo de estresse oxidativo também vem sendo relacionado com a
ativacao do eixo HHI por diversos trabalhos (DORVAL et al., 2003; MILLER et al.,
2007).

O jundida Rhamdia quelen (QUOY & GAIMARD 1824) € uma espécie nativa
do RS e possui grande relevancia para a aquicultura no estado. Esta espécie
representa também um importante modelo para estudos toxicoldgicos (SOSO et
al., 2007) e sobre estresse (CERICATO et al., 2008).

Dentro do contexto apresentado, tivemos por objetivo testar o sinergismo
entre exposicdo aguda ao RD em baixa concentracdo e a resposta fisiologica de
estresse, utilizando juvenis de R. quelen como modelo experimental.
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2. METODOLOGIA
Animais experimentais

Foram utilizados 24 juvenis de R. quelen (1,40+0,469; 5,76+0,68cm), todos
com a mesma idade e criados sob mesmas condi¢cdes. Os animais foram obtidos
junto ao Laboratério de Piscicultura da Barragem do Chasqueiro e o0s
experimentos realizados no Laboratorio de Fisiologia Aplicada a Aquicultura, na
UFPel. Os alevinos ndo foram alimentados durante o experimento.

Tratamentos

Foram utilizados dois tratamentos, um controle (n=12) com juvenis que nao
passaram por exposicdo e um segundo tratamento (n=12) no qual os animais
foram expostos durante 96h & concentracdo nominal de 10% da LC50gs, de
Roundup Transorb R® (0,73 mg/l) descrito para R. quelen adulto (CERICATO et
al., 2008). Ambos os tratamentos foram divididos em repeticdes que continham 3
juvenis. Ambos os tratamentos possuiam 4 repeti¢oes.

Design experimental

ApOs o periodo de exposigdo ao RD, os animais foram expostos ao ar por 5
minutos com o intuido de provocar uma resposta de estresse. ApOs a exposicao
ao ar, os animais foram postos novamente em seus respectivos tratamentos.
Tendo-se passado uma hora, os animais foram crio-anestesiados e sacrificados
para a coleta de sangue, feita através de seccao do pedunculo caudal. Apéds a
coleta de sangue, os juvenis foram necropsiados para obtencao do figado, o qual
foi pesado. As laminas de extensdo sanguinea foram fixadas com metanol e
coradas com giemsa 5%. Por fim, foram quantificados 100 leucécitos por peixe
para realizacéo dos perfis leucocitarios e razdo N:L. As células observadas foram:
linfocitos, neutréfilos, célula granulocitica especial, eosinoéfilos, mondcitos e
basdfilos (DAVIS et al. 2008).

Analise estatistica

Os dados que respeitavam as pressuposi¢cdes da analise de variancia
(distribuicdo normal e homogeneidade da variancia) foram comparados a partir do
teste de ANOVA seguido do teste Post-hoc de Tukey e de testes t. Os dados que
nao possuiam distribuicdo normal foram analisados a partir do teste de Kruskal-
Wallis, seguido do teste Post-hoc de Dunn. Regressdes também foram feitas para
se obter os indices de correlacdo de Person. As analises foram processadas com
uso dos softwares Statistica 7 e SigmaPlot 11.0 sob o nivel de significancia de
95% (p= < 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados do perfil leucocitario sédo apresentados na tabela 1. Encontramos
diferencas estatisticas apenas nas seguintes medi¢des: numero de linfocitos, o
qual aprestou correlagdo negativa com as concentracdes (r= - 0,60; p= <0,001);
numero de neutrofilos, o qual apresentou correlagdo positiva com os tratamentos
(0,63; p= <0,001) e razdo N:L, que apresentou correlacdo positiva com as
concentragdes (r=0,60; p= <0,001).
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Tabela 1 — Perfil leucocitario de juvenis de Ramdia quelen expostos por 96h a
Roundup® (0,73 mg/l) e grupo controle. Médias em negrito denotam diferenca
estatistica entre os tratamentos ( teste t).

Tipos celulares Controle Exposicao
(Media+DP) (Media+DP)
Neutrofilos 24,00+9,91 39,91+10,31
Linfocitos 71,25+10,79 56,08+10,43
Celula_ granulocitica 0.25£0,45 0,410,90
especial
Eosindfilos 0,00+0,00 0,16+0,38
Mondcitos 4,41+2 81 3,33+2,53
Basofilos 0,08+0,28 0,08+0,28
Razao N:L 0,36+0,20 0,76+0,33

As respostas observadas no perfil de leucocitos sdo moduladas pela
liberacdo de glicocorticoides, estes hormdbnios alteram as proporcdes entre
leucocitos por acdes sobre a distribuicAo destas células entre a corrente
sanguinea e demais tecidos. Em resposta ao estresse, os linfocitos se ligam as
células endoteliais e passam para tecidos como o baco, a pele e nddulos
linfaticos. Dessa forma, a quantidade de linfocitos na corrente sanguinea diminui.
No caso dos neutréfilos, a acdo dos glicocorticbides € contraria, jA que estas
células migram dos tecidos mencionados para a corrente sanguinea, aumentando
a quantidade de neutrdfilos circulantes (DAVIS et al. 2008).

As diferencas observadas demonstram que a exposi¢cdo ao RD induziu a
respostas de estresse mais acentuadas. No caso da razdo N:L, os animais da
exposicado exibiram uma resposta duas vezes maior do que a apresentada no
controle. De fato, diversos trabalhos demonstram que exposicdes a baixas
concentracfes de RD (menores do que 50% da LC50gs,) geram respostas de
estresse fisiologico (SOSO et al.,, 2007). Em oposicdo a isso, exposi¢cdes mais
altas podem inibir a resposta de estresse (CERICATO et al., 2008).

A explicacdo para o efeito antagbnico e dose-dependente do RD sobre a
resposta de estresse fisiologico pode ser elucidada pelas acbes dos diferentes
compostos que constituem este herbicida. O aumento de estresse oxidativo,
gerado por seus adjuvantes, pode ser responsavel por uma maior ativacdo do
eixo HHI, visto que ambos os processos parecem correlacionar-se (DORVAL et
al., 2003; MILLER et al., 2007). Todavia, os efeitos inibitérios do RD sobre a
resposta fisiolégica de estresse podem ser explicados pelas acfes do glifosato
como supressor da esteroidogénese (WALSH et al., 2000).

Frente a isso, Cericato e colaboradores injetaram ACTH ex6geno em
individuos de E. quelen que haviam passado por exposi¢cées ao RD e em animais
gue ndo haviam passado por exposicdo. Ambos 0S grupos apresentaram
respostas semelhantes de esteroidogénese. Dessa forma, é possivel que a acdo
do glifosato ndo seja apenas sistémica sobre a producdo de hormdnios
esteroides, mas também a nivel central, sobre a relacdo entre a interpretacao de
estimulos estressantes e feedbacks entre o hipotalamo e a hipo6fise (CERICATO
et al. 2009).
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4. CONCLUSOES

Independentemente dos mecanismos de acdo, nos observamos um
aumento na resposta de estresse montada por peixes que haviam passado por
exposicdo ao RD. Dessa forma, concluimos que este herbicida possui capacidade
de potencializar os efeitos fisiolégicos causados por agentes estressores a juvenis
de R. quelen, mesmo sobre curtos periodos de exposicdo e sob baixas
concentragdes, tidas como ecologicamente relevantes.
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