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RESUMO

O Brasil é 0 maior consumidor mundial de agrotoxicos em seus sistemas de producdo, muitos
deles apresentando fatores de risco para 0s ecossistemas, como o escoamento dos farmacos para cursos
d’agua e aplicagoes de forma incorreta, este estudo busca encontrar e correlacionar possiveis relacdes
entre doses de Malation, agrotéxico organofosforado usado comummente como inseticida no controle
de pragas das lavouras e no do mosquito Aedes aegypti, e alteracdes metabolicas em girinos de
Lithobates catesbeianus, por meio da exposicao dos girinos a concentra¢des de 0,100 mg/L, 0,200 mg/L
e 0,400 mg/L de Malation em ambiente controlado laboratorial pelo periodo de 96 horas. Neste trabalho,
serdo avaliadas as alteracGes no metabolismo energético atraves da analise dos tecidos hepatico e
muscular da cauda dos girinos. Os resultados observados demonstram que o Malation induziu mudancas
no metabolismo de algumas moléculas, alterando a glicemia nos grupos de 0,100 e 0,200 mg/L.
Diminuindo a glicose e o glicogénio hepaticos, com oscilacbes no tecido muscular. As proteinas e
aminoacidos tambem sofreram alteragdes, sendo que no figado houve reducdo na quantidade de
proteinas, com aumento nos aminoacidos livres de alguns grupos, podendo indicar protedlise e
gliconeogénese. Em relacdo aos triglicerideos musculares, verificou-se niveis mais elevados do que no
grupo controle. Em resumo, o Malation foi capaz de causar alteragdes metabolicas importantes nos
girinos expostos, sugerindo que o este agrotoxico pode comprometer a capacidade dos girinos de
responder a demandas energéticas, afetando seu crescimento e desenvolvimento. Além disso, a
disrupcao do metabolismo energético pode aumentar a susceptibilidade dos girinos a outros estressores
ambientais.

PALAVRAS-CHAVE: Malation; Metabolismo energético; Ecotoxicologia.

EFFECT OF SUBLETAL EXPOSURE OF MALATION FOR 96 HOURS AND SEVEN-DAY
RECOVERY ON THE ENERGY METABOLISM OF TADPOLES OF Lithobates catesbeianus
(SHAW, 1802).

ABSTRACT: Brazil is the world’s largest consumer of pesticides in its production systems, many of
which present risk factors for ecosystems, such as runoff of chemicals into water bodies and improper
applications. This study aims to identify and correlate possible relationships between doses of
Malathion, an organophosphate pesticide commonly used as an insecticide to control crop pests and the
Aedes aegypti mosquito, and metabolic changes in Lithobates catesbeianus tadpoles. The tadpoles were
exposed to concentrations of 0.100 mg/L, 0.200 mg/L, and 0.400 mg/L of Malathion in a controlled
laboratory environment for 96 hours. This study will assess changes in energy metabolism by analyzing
the hepatic and tail muscle tissues of the tadpoles. The observed results show that Malathion induced
changes in the metabolism of some molecules, altering blood glucose levels in the 0.100 mg/L and 0.200
mg/L groups. Hepatic glucose and glycogen were reduced, with fluctuations observed in the muscle
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tissue. Proteins and amino acids were also altered, with a reduction in liver protein levels and an increase
in free amino acids in some groups, possibly indicating proteolysis and gluconeogenesis. Regarding
muscle triglycerides, higher levels were observed compared to the control group. In summary,
Malathion was able to cause significant metabolic changes in the exposed tadpoles, suggesting that this
pesticide may compromise the tadpoles' ability to meet energy demands, affecting their growth and
development. Furthermore, the disruption of energy metabolism may increase the tadpoles'
susceptibility to other environmental stressors.

KEYWORDS: Malathion; Energy metabolism; Ecotoxicology.
INTRODUCAO

O agronegdcio é uma atividade comercial importante no Brasil, para que os indices de producdo
se mantenham altos préaticas intensivas como o uso de agrotoxicos séo utilizadas (Marquezzini, 2021),
Atualmente o pais ocupa 0 posto do que mais utiliza agrotéxicos mundialmente e a contaminagdo
ocasionada por eles tornou-se um dos problemas mais graves para a manutencao da qualidade ambiental
(Avellar, 2020; Franklin; Mangas; da Silva, 2022).

O Malation € um agrotoxico organofosforado utilizado como inseticida, que atua inibindo a
acetilcolinesterase no sistema nervoso, levando hiperestimulacdo e morte, ele é lipofilico e é absorvido
pela pele e mucosas (Fusiguer, 2022), estudos indicam efeitos citotdxicos, genotdxicos e carcinogénicos
(Moore; Patlolla; Tchounwou, 2011; Ojha; Gupta, 2015; Bastos et al., 2018; Gupta; Gupta; Kaushik,
2023), ele é utilizado na agricultura para controle de pragas (Knapik, 2018) e na saude publica para o
controle do vetor Aedes aegypti (Fusiguer, 2022), o uso indevido de agrotoxicos contamina 0s
ecossistemas e pode chegar ao meio aquatico dulcicola colocando em risco os organismos que dele
dependem (Avellar, 2020).

Anfibios, como a ra-touro (Lithobates catesbeianus), dependem da agua para reproducéo e para
sua respiracdo cutanea, o que os torna bioindicadores de qualidade ambiental (Condessa, 2014; Prestes;
Vincenci, 2019; Fusiguer, 2022; Peluso et al., 2023), a ra-touro é usada como animal modelo em estudos
devido seu valor comercial e facil obtencdo em ranérios (Vizotto, 1984; Bury; Whelan, 1984). Neste
trabalho os girinos de rd-touro foram submetidos a trés concentragdes subletais de Malation e glicogénio,
glicose, triglicerideos, aminoacidos livres e proteinas totais foram avaliados em tecido hepético e
muscular da cauda para comparar e integrar as dindmicas do metabolismo.

MATERIAL E METODOS

Os girinos foram adquiridos em um criatério comercial RANAMAT e divididos em tanques
para serem aclimatados, os pardmetros da agua eram controlados em relagdo a temperatura, decloracéo
e aeracdo com compressores de ar, a limpeza e alimentacdo dos girinos era diaria. Apos 15 dias, 80
animais foram selecionados e separados em 8 aquarios de 15 litros com 10 animais cada, dois desses
aquérios eram para os animais do grupo controle, a alimentagdo foi suspensa e o0s outros 6 foram
divididos em trés grupos de dois aquarios, que foram expostos respectivamente a dosagens de 0,098,
0,197 e 0,395 miligramas por litro de Malation, a aeragdo e o controle de temperatura foram mantidos.

Ao final das 96 horas os animais foram eutanasiados com o uso de Benzocaina (5g/L) diluida
em agua por via cutanea, no momento da secgdo da cauda o sangue foi utilizado para medir a glicemia
utilizando o glicosimetro G-Tech Lite, a cauda e o figado (sem a vesicula biliar) eram entdo separados
e armazenados em microtubos individuais, com a devida identificacdo, as amostras foram armazenadas
e congeladas no freezer na temperatura de -20°C para posteriormente serem analisadas.

A analise dos metabolitos glicose e triglicerideos foram feitas através de testes comerciais da
LabTest especificos com a leitura feita através do biofotémetro utilizando os comprimentos de onda
indicados no manual de cada teste.

Ja para o glicogénio foi utilizado o método descrito por Bidinoto e colaboradores (1997), a
solucéo obtida foi entdo utilizada para a determinacéo de agUcares redutores totais, conforme o0 método
descrito por Dubois e colaboradores (1956), a concentragdo de glicogénio esta expressa em pmol de
glicosil-glicose por grama de tecido.
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Para proteinas totais 0 método utilizado para determinar a concentragdo (expressa em mg/mL)
foi conduzida em comparagdo com o padrdo de caseina pura, e a leitura das amostras foi feita com
Biofotometro em comprimento de onda 280 nm.

O contetdo de amino&cidos livres (expresso em mol/mL) foi determinado nas amostras
conforme o método de Copley (1941) e a leitura Optica do extrato celular foi realizada em um
Biofotometro em comprimento de onda de 562 nm.

A avaliacdo estatistica dos dados foi conduzida por meio do software BioEstat 5.0. Utilizamos
0 teste estatistico ANOVA General Linear Model, seguido pelo po6s-teste de Tukey para a comparagao
entre os diferentes grupos. O critério de significancia adotado foi de p<0,05. Os graficos foram
elaborados utilizando o software Origin 6.0, com base nas médias e no desvio padrdo da média (D.P.M).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os valores médios das analises das concentracdes de glicose, glicogénio, triglicerideos,
aminoacidos livres e proteinas totais nos tecidos sanguineo, hepatico e muscular da cauda de L.

catesbeianus submetidos a exposicao por sete dias estdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1: Valores médios das concentra¢es das moléculas analisadas dos individuos que passaram por
uma exposicdo Malation por sete dias.

Sangue
conRoLE  WALTON  WATON s
Glicose! 12,838+1,660° 17,100+2,9318 15,925+1,4418 13,913+1,620P
Figado
Triglicerideos? 42,535+6,2722 31,324+9,875° 34,011+5,014° 45,380+7,8022
Proteinas? 5,671+0,830? 4,026+0,641° 4,875+0,825° 4,731+0,519°
Aminoacidos? 1,306+0,2152 0,961+0,299° 0,961+0,180° 1,481+0,2722
Glicose? 24,460+3,7912 17,100+4,739° 16,357+6,703° 16,248+4,856°
Glicogénio® 2,986+0,3742 2,039+0,604° 2,374+0,244° 3,026+0,3592
Mdsculo caudal
Triglicerideos? 0,584+0,196° 0,855+0,1912 0,863+0,205% 1,007+0,1982
Proteinas? 0,571+0,076° 0,752+0,1302 0,539+0,114° 0,328+0,069¢
Aminoacidos? 0,0450,006¢ 0,059+0,005° 0,052+0,006° 0,066+0,004%
Glicose* 0,668+0,226° 1,159+0,2522 1,070+0,1742 1,190+0,2332
Glicogénio® 0,466+0,034¢ 0,520+0,034° 0,623+0,040% 0,633+0,038%

Letras diferentes na mesma linha significa diferencas estatisticas (p <0,05) (média £+ D.P.M.) (n=10). 1 Expressos
em mg/dL de sangue; 2 Expressos em mg/g tecido; 3 Expressos em ymol/g tecido e 4 Expressos em ug/g tecido

Durante a exposicéo de sete dias ao Malation, os tecidos analisados mostraram alterac@es significativas.

Perfil glicidico:

No sangue, 0s grupos expostos a 0,100 mg/L e 0,200 mg/L de Malation apresentaram niveis de
glicose superiores aos outros grupos. No figado, a glicose foi maior no grupo controle. No musculo
caudal, a glicose aumentou significativamente em todos 0s grupos expostos.

O glicogénio hepatico foi maior no grupo controle e no grupo exposto a 0,400 mg/L, enguanto no
musculo caudal, as concentragdes de glicogénio foram maiores nos grupos expostos a 0,200 mg/L e
0,400 mg/L.

Perfil proteico:
Os amino&cidos hepaticos foram maiores no grupo controle e no grupo exposto a 0,400 mg/L. No
musculo caudal, todos os grupos expostos tiveram aumento de aminoécidos, com o grupo de 0,400 mg/L
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apresentando a maior concentracdo. As proteinas hepéticas diminuiram em todos 0s grupos expostos,
enquanto no musculo caudal, houve aumento de proteinas no grupo de 0,100 mg/L e redugdo no grupo
de 0,400 mg/L.

Perfil lipidico:
Os triglicerideos hepaticos foram semelhantes entre o grupo controle e o grupo exposto a 0,400
mg/L, enquanto no muasculo caudal, os triglicerideos aumentaram em todos 0s grupos expostos.

CONCLUSOES

Quando um animal é exposto a um estressor, como um pesticida, o corpo desencadeia reagdes
metabdlicas para manter a homeostase, incluindo hiperglicemia, causada pela liberagdo de
catecolaminas e glicocorticoides (Soares, 2016). No estudo, 0s grupos expostos a 0,200 mg/L e 0,200
mg/L de Malation por sete dias apresentaram aumento da glicemia, com o maior crescimento observado
no grupo de 0,200 mg/L. O grupo exposto a 0,400 mg/L teve niveis de glicemia semelhantes ao controle.

A exposicdo a xenobidticos aumenta a demanda energética, esgotando as reservas de glicogénio,
especialmente no figado, uma molécula importante para manter a homeostase em situagdes criticas
(Dornelles; Oliveira, 2013). A glicose liberada pode ser usada para sintese de glicoproteinas,
componentes essenciais das células (Wilkens, 2017). Foi observada uma reducdo na glicose hepatica
nos grupos expostos, possivelmente devido ao uso dessa molécula para gerar ATP no processo de
detoxificacdo (Chagas, 2019; Wilkens, 2017). No tecido muscular caudal, houve aumento de glicose,
possivelmente devido ao aumento da glicemia ou ao efeito da corticosterona, que inibe a captacdo de
glicose nos tecidos periféricos, permitindo que o musculo a utilize (Wilkens, 2017).

Os niveis de glicogénio no figado foram maiores no grupo controle em comparagao aos grupos
expostos a 0,100 e 0,200 mg/L, o que pode ser explicado pelo aumento dos niveis glicémicos nesses
grupos, sugerindo que a glicose liberada pela glicogendlise foi utilizada para manter o funcionamento
dos tecidos e desintoxicar o organismo (Soares, 2016). No musculo caudal, os niveis de glicogénio
foram semelhantes ao controle no grupo de 0,100 mg/L, enquanto nos grupos de 0,200 e 0,400 mg/L os
niveis foram maiores, indicando preservacao das reservas de glicogénio ou o uso de outros substratos
energéticos.

Quanto as proteinas, no masculo caudal, o grupo de 0,200 mg/L apresentou uma média menor
do que o controle, mas sem relevancia estatistica, enquanto o grupo de 0,100 mg/L teve niveis maiores
e o grupo de 0,400 mg/L apresentou reducdo significativa, cerca de 44% menor em comparagdo ao
controle. No figado, todos 0s grupos expostos apresentaram menor quantidade de proteinas, com o grupo
de 0,100 mg/L exibindo a menor quantidade. A diminui¢do das proteinas pode estar relacionada ao uso
de substratos para producdo de ATP ou para criar lipoproteinas, necessarias ao reparo celular (Dornelles;
Oliveira, 2013). A acdo do Malation sobre a enzima acetilcolinesterase pode explicar 0 aumento de
proteinas no grupo de 0,100 mg/L, como uma resposta adaptativa a hiperestimulagcdo muscular, e a
redugdo no grupo de 0,400 mg/L pode estar ligada a superacdo da capacidade de adaptacdo do tecido
muscular, levando a degradagéo proteica (Chagas, 2019).

No figado, o grupo controle e o de 0,400 mg/L apresentaram maiores quantidades de
aminodcidos livres, enguanto os grupos de 0,100 e 0,200 mg/L tiveram menores niveis, possivelmente
devido ao uso na sintese proteica ou na gliconeogénese. No musculo, houve aumento de aminoécidos
em todos 0s grupos expostos, sugerindo protedlise no grupo de 0,400 mg/L, que ndo conseguiu sintetizar
novas proteinas (Militdo, 2021).

Em relacéo aos triglicerideos, os niveis no figado foram semelhantes entre o controle e o grupo
de 0,400 mg/L, enquanto no tecido muscular, 0s grupos expostos apresentaram niveis mais elevados,
possivelmente devido a menor disponibilidade de oxigénio, o que prejudica a oxidagdo dos compostos,
consequéncia de danos na epiderme causados pelo Malation (Fusiguer, 2022).
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