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RESUMO 
 
 

EXPOSIÇÃO A AGROQUÍMICOS ALTERA O FUNCIONAMENTO DO 

EIXO HIPOTÁLAMO-HIPÓFISE-INTERRENAL EM ZEBRAFISH.  

 
AUTOR: João Gabriel dos Santos da Rosa 

ORIENTADOR: Leonardo José Gil Barcellos 

 

O aumento da ocupação humana em áreas rurais ea intensificação das práticas agrícolas, 

produz cada vez mais resíduos de agroquímicos que podem atingir ecossistemas aquáticos. 

Baseados nisso, muitos estudos são necessários para que sejam esclarecidos os mecanismos 

pelos quais essas substâncias agem nos organismos não-alvo. O presente trabalho objetiva 

demonstrar os experimentos realizados visando responder algumas questões sobre os 

mecanismos de ação de xenobióticos em organismos aquáticos. Para tanto, foi utilizado 

como modelo animal o peixe zebrafish (Danio rerio). Foram realizados experimentos com 

os seguintes objetivos: 1) avaliar se a exposição a agroquímicos tem o efeito de modular o 

eixo hipotálamo – hipófise – inter-renal (HHI), e para isso foi realizado um experimento de 

exposição aguda a um inseticida baseado no organosfosforado Metil Paration. Os peixes 

foram expostos por 96h e foram avaliados genes codificadores de componentes do eixo HHI, 

e também nível de cortisol tecidual; 2) Verificar se a exposição a agroquímicos causa 

alterações moleculares no eixo HHI e por quais mecanismos isso ocorre; 3) Verificar se 

resíduos de agroquímicos no ambiente alteram a percepção química no ambiente, gerando 

alterações comportamentais; então foi realizado um experimento em câmara quimiotáxica 

para verificar se a presença de agroquímicos possui efeito atrativo ou aversivo; e 4) 

Padronizar um novo modelo de estressor que possa ser utilizado para detectar alterações 

comportamentais, endócrinas e metabólicas frente a exposição a substâncias químicas. 

Conclusões: 1) Pôde-se verificar que a exposição à agroquímicos organofosforados possui 

efeito de alterar o eixo HHI inibindo expressão de genes chave para sua ativação, e 2) essa 

alteração é causada por uma hiperatividade colinérgica. 3) A presença de agroquímicos na 

água causa alterações comportamentais nos peixes expostos. 4) O novo modelo de estressor 

foi eficaz para ativar e modular o eixo HHI. 

Palavras chave: Danio rerio, agroquímicos, estresse, sistema colinérgico, comportamento. 



 

ABSTRACT 
 
 

EXPOSURE TO AGROCHEMICALS CHANGES THE 
FUNCTION OF THE HYPOTHALAMIC-PITUITARY-

INTERRENAL AXIS IN ZEBRAFISH. 
 
 

AUTHOR: João Gabriel dos Santos da Rosa 

ADVISOR: Leonardo José Gil Barcellos 

 
 
 
The increase of human occupation in rural areas and the intensification of agricultural 

practices produces increasingly agrochemical waste up to aquatic ecosystems. Based on this, 

many studies are needed to clarify the mechanisms by which these substances act on non-

target organisms. The present work aims to demonstrate experiments conducted to 

answering a few questions about the mechanisms of action of xenobiotics on aquatic 

organisms. Zebrafish (Danio rerio) was used as an animal model. Experiments were carried 

out with the following objectives: 1) evaluate whether exposure to agrichemicals has the 

effect to modulate the hypothalamic-pituitary-inter-renal (HPI) axis, and to answer this 

question was carried out an experiment of acute exposure to the organophosphorous-based 

insecticide methyl parathion. The fish were exposed for 96 h and genes of HPI axis 

components were evaluated, as well as tissue cortisol level. 2) Check whether exposure to 

agrochemicals cause molecular alterations in the HPI axis and by which mechanisms that 

occurs. 3) Check whether residues of agrichemicals in the environment interfere on 

environmental perception, generating behavioural changes; so an experiment was conducted 

in a chemotaxic chamber to verify if the presence of agrochemicals has attractive or aversive 

effect; and 4) Standardizing a new stressor that can be used to detect behavioral, endocrine 

and metabolic changes front exposure to chemical substances. Conclusions: 1) it was 

verified that exposure to organophosphates agrichemicals has the effect to changing the HPI 

axis by inhibiting expression of key genes for its activation, and 2) this change is caused by 

a cholinergic hyperactivity. 3) The presence of agrochemicals in water causes behavioral 

changes in fish exposed. 4) The new stressor model was effective to activate and modulate 

the HPI axis. 

Keywords: Danior rerio, agrichemicals, stress, cholinergic system, behavior. 
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CAPÍTULO I 
 
 
 

INTRODUÇÃO 
 
 

Atualmente grande parte dos ecossistemas aquáticos encontram-se contaminados 

com diversos tipos de substâncias, e consequentemente os organismos habitantes desses 

ecossistemas estão expostos à essas substâncias. Mesmo em regiões remotas, os 

ambientes aquáticos podem apresentar traços de contaminantes como pesticidas, e em 

regiões de alta ocupação humana a água pode conter complexas misturas de 

contaminantes (Harris et al, 2008; Ross e Birnbaum, 2003). Em ambiente aquático, a 

cinética de compostos químicos, como agroquímicos e fármacos não é totalmente 

conhecida, assim como a de seus metabólitos. 

As fontes de água, tanto as utilizadas para consumo humano, quanto para 

utilização na agropecuária estão localizadas geralmente longe dos centros urbanos, e em 

proximidade com áreas agrícolas, onde o uso de agroquímicos é intenso (Fioreze et al., 

2006). Essa proximidade oferece um grande risco de contaminação dessas fontes de água, 

devido a resíduos de agroquímicos - ou mesmo grande quantidade, que podem atingir 

esses recursos hídricos de diversas formas, como através de lixiviação do solo, ou contato 

direto. Além disso, todos o sistema hídrico é interligado, existindo um grande potencial 

dessas substancias atingirem ecossistemas aquáticos maiores e mais complexos. Com a 

ocorrência dessa contaminação de ambientes naturais, muitas espécies que habitam esses 

ecossistemas são atingidas e sofrem os efeitos deletérios dessa exposição; dessa forma, 

essa contaminação gera efeitos persistentes no meio ambiente (Jiraungkoorskul et al., 

2002; Hori et al., 2008). 

As concentrações prescritas para um agroquímico geralmente são menores que 

aquelas que causam mortalidade em animais terrestres ou aquáticos, sendo a 

contaminação ambiental geralmente acidental e com produtos altamente tóxicos. No 

entanto, concentrações menores podem causar efeitos discretos nos animais não alvo, 

porém fisiologicamente importantes. Entretanto, a contaminação da água por baixas 

concentrações de agroquímicos é de difícil avaliação; no contexto ecológico, parâmetros 
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fisiológicos como desenvolvimento, reprodução e taxa de crescimento são muito 

representativos. (Scott and Sloman, 2004). Esses efeitos incluem uma série de alterações 

orgânicas que acabam colocando em risco a sobrevivência tanto de indivíduos como de 

uma população (Kreutz et al., 2008). Parâmetros endócrinos podem servir como 

indicadores de contaminação ambiental quando são verificados em espécies não-alvo, pois 

quando essas são expostas a concentrações sub-letais, a ocorrência de alterações fisiológicas 

é muito comum (Kreutz et al. 2008, Fioreze et al. 2006). Berenzem et al (2005) encontraram 

em rios da Alemanha, em dois locais diferentes, metil-paration em concentrações que 

variaram de 0,2 a 0,3 μg/L, além do fungicida tebuconazole em concentrações de 0,5 a 1,7 

μg/L. 

Um dos grandes desafios, tanto da aquicultura, quanto da conservação dos 

estoques e populações de peixes na natureza, é a exacerbação ou a inibição da resposta 

ao estresse. A resposta ao estresse é uma reação altamente adaptativa, indispensável à 

restauração do estado de homeostase após algum fator estressante, biótico ou abiótico. 

Ou seja, é uma resposta que, se dentro dos padrões fisiológicos (nem exacerbada, nem 

inibida) dos peixes, é essencial à manutenção da vida (Fuzzen, 2010). 

A inibição dessa resposta significa um grave desafio fisiológico ao indivíduo. 

Sendo essa resposta altamente adaptativa, peixes com a capacidade comprometida de 

responder ao estresse não conseguem montar uma reação adequada, não reestabelecem 

sua homeostase e, se essa situação perdurar, vêm a óbito. Por isso, o bloqueio endócrino 

na resposta ao estresse vem sendo apontado como um dos principais fatores de redução 

e até extinção das populações de peixes. Esse bloqueio se dá devido às substâncias 

chamadas bloqueadoras endócrinas que afetam o eixo hipotálamo-hipófise-inter-renal 

(HHI) das mais diversas formas. 

O eixo neuroendócrino HHI é o eixo que coordena a resposta ao estresse. 

Primeiramente, ao perceber um fator estressante o hipotálamo libera o hormônio 

liberador de corticotrofina (CRF) estimulando a hipófise a liberar da adrenocorticotrofina 

(ACTH) que, no tecido inter-renal, homólogo da glândula adrenal dos mamíferos, 

estimula a síntese e liberação do cortisol, hormônio glicocorticoide, ponto final do eixo 

HHI (Fuzzen et al, 2010). A síntese do cortisol e seu controle envolvem vários passos, 

receptores e substâncias. Os genes codificadores desses receptores e substâncias se 

expressam em maior ou menor intensidade, resultando numa resposta mais ou menos 

intensa. 

Umas das principais substâncias envolvidas na síntese do cortisol é a proteína 
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regulatória aguda (StAR), que controla e promove a entrada do precursor pregnenolona 

na mitocôndria, para que ai siga os passos de conversão a cortisol (Stocco et al., 2005). 

Outras importantes substâncias são as chamadas proteínas de choque térmico. 

Todos os organismos respondem ao calor induzindo a síntese de um grupo de proteínas 

chamadas proteínas do choque térmico (HSP), que é o sistema genético mais conservado 

de que se tem conhecimento. As HSPs são indicadores de estresse em peixes e 

representam uma resposta celular aos estressores (Iwama et al., 2004). Sua função é de 

estabilização de proteínas estruturais sobre condições de estresse (Willer et al., 2000). 

Assim, a inibição da HSP70, por exemplo, pode causar estresse celular com consequente 

perda de função celular. A HSP70 ocorre também em regiões do cérebro que coordenam 

as respostas neuroendócrinas ao estresse (Blake et al., 1990). 

 

Agroquímicos 
 
 

A contaminação do ambiente natural por agroquímicos é muito comum, e 

frequentemente são relatados casos de mortalidade de animais logo após o uso desses 

compostos. Sendo assim, estudos toxicológicos clássicos são baseados principalmente 

nos efeitos de mortalidade causados por contaminantes, o que se constitui em uma 

intoxicação aguda com concentrações do agroquímico acima da sua concentração letal 

(CL50-96h). Esse tipo de contaminação geralmente ocorre de forma acidental, com 

produtos altamente tóxicos. Entretanto, a contaminação da água por baixas concentrações 

de agroquímicos é de difícil avaliação. No ambiente, as concentrações de contaminantes 

encontradas geralmente são mais baixas que as concentrações letais, o que indica que uma 

exposição aguda ou crônica pode causar efeitos subletais (Tierney et al, 2010). Por não 

causar a morte imediata dos peixes, na maioria das vezes, intoxicações por concentrações 

subletais passam desapercebidas, ocasionando um aumento dos efeitos deletérios por 

permitir uma exposição prolongada do organismo a esses compostos. A exposição 

prolongada e em baixas concentrações pode ocasionar tanto acumulo de tóxicos nos 

tecidos, quanto exercer efeitos mais específicos em determinados alvos biológicos, como 

processos endócrinos. Uma das alternativas para o estudo da contaminação de águas com 

baixas concentrações de agroquímicos, é a determinação de parâmetros bioquímicos que 

poderiam ser utilizados como indicadores de uma agressão; entre os parâmetros avaliados 

estão diversos marcadores moleculares envolvidos na síntese e controle da secreção de 
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substancias produzidas em resposta a uma agressão, como hormônios relacionados a 

respostas de estresse. Atualmente uma quantidade cada vez maior de agroquímicos são 

utilizados com o objetivo de garantir uma produção elevada de alimentos de origem 

vegetal. A consequência disso é um maior risco de contaminação ambiental, visto que as 

quantidades utilizadas são muito altas, e em muitos casos a fiscalização é precária. 

Organosfosforados são uma classe muito utilizada para controle de insetos e 

pragas na agricultura, por apresentar baixo custo e alta eficácia. A eficácia está baseada 

na toxicidade dos compostos, que significam uma ameaça a espécies não alvo, incluindo 

os seres humanos. Inseticidas organofosforados provocam o acúmulo de 

neurotransmissores, levando a efeitos neurotóxicos como estresse oxidativo. 
 

 

Agroquímicos e eixo hipotálamo-hipófise-interrenal 
 
 

Os efeitos causados por exposição a contaminantes em baixas concentrações se dá 

pela interação da substância com um sitio ativo receptor, podendo ser um tecido, ou ainda 

em nível molecular uma enzima ou gene. Organofosforados são inseticidas de contato com 

efeito sistêmico utilizados para controle de uma grande variedade de insetos. Como são 

utilizados em grande quantidade, é extremamente difícil evitar que resíduos cheguem até 

os recursos hídricos. Sendo assim, os organismos que habitam ecossistemas aquáticos 

próximos a áreas onde ocorre o uso dessas substancias poderão ser expostos de forma 

acidental. 

Apesar de ser um fato cada vez mais frequente, ainda são poucos os estudos que 

visam esclarecer os efeitos desses resíduos em organismos não alvo, além de estudos que 

clarifiquem a dinâmica ecológica desses resíduos no meio ambiente. Parte dessas 

substâncias permanecem na forma inalterada, e os efeitos biológicos causados pela 

exposição pode produzir efeitos fisiológicos que interferem nas condições de manutenção 

das espécies aquáticas, podendo influenciar o equilíbrio populacional. Peixes e outros 

organismos aquáticos são especialmente afetados, já que permanecem expostos durante 

todas as fases da vida. Estudos que elucidem esses efeitos são necessários, porque sendo 

esse um fato relativamente recente, as agências regulatórias ainda não possuem dados 

suficientes para assegurar a inocuidade desses resíduos, tanto para população humana 

quanto para ecossistemas aquáticos. Embora seja mais preocupante atualmente, desde a 
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década de 70 existem relatos de resíduos medicamentosos e seus metabólitos na água. 

Esse potencial perigo de contaminação do ambiente se estende de forma muito 

preocupante a todas espécies não alvo, inclusive o ser humano. 

O descarte inadequado de embalagens, tanto de fármacos quanto agroquímicos, 

assim como o próprio ato de administrar agroquímicos oferece um grande risco à 

população e ao trabalhador rural. Muitas vezes essa contaminação é exacerbada 

justamente pelo alto consumo de medicamentos, onde muitas vezes o trabalhador rural é 

exposto a agroquímicos e ao efeito de fármacos. Além disso, essas misturas complexas 

de substancias químicas pode chegar a população através da agua de consumo; e no 

aspecto ecológico, as populações que habitam ecossistemas aquáticos estão susceptíveis 

a essa mistura de contaminantes. 

O metil paration (O,O-dimethyl O-4-nitro-phenylphosphorothioate, MP) é um dos 

inseticidas mais utilizados na agricultura (Kramer et al, 2003), sendo utilizado em 

programas de controle de pestes em silos de armazenagem de grãos, principalmente por 

sua eficácia e baixo custo (Garcia et al, 2003). No entanto, esse uso intenso causa a 

geração de resíduos, que significam uma ameaça às espécies não-alvo, incluindo seres 

humanos. Nos peixes, o MP é prontamente absorvido nas brânquias e transportado aos 

demais tecidos, como fígado, intestinos e cérebro, podendo ocasionar bioacumulação da 

substância nesses tecidos (De La Vega Salazar et al., 1997). O mecanismo de ação do MP 

é a inibição irreversível da enzima acetilcolinesterase (AChE), levando ao acúmulo do 

neurotransmissor acetilcolina na fenda sináptica, gerando vários efeitos neurotóxicos 

(Muttraya et al, 2005). Um efeito neurotóxico do MP é a ocorrência de estresse oxidativo, 

que pode ocorrer tanto pela inibição dos sistemas antioxidantes, quanto pela produção 

excessiva de espécies reativas ao oxigênio (Monteiro et al, 2006). 

 

Contaminação ambiental e processos ecológicos 
 
 

Algumas características, como baixa volatilidade e relativa solubilidade, 

permitem que a distribuição dessas substâncias no ambiente ocorra principalmente 

através da água. Parte dessas substâncias permanece na forma inalterada, e os efeitos 

biológicos causados pela exposição pode produzir efeitos fisiológicos que interferem nas 

condições de manutenção das espécies aquáticas, podendo influenciar o equilíbrio 

populacional. Peixes e outros organismos aquáticos são especialmente afetados, já que 
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permanecem expostos durante todas as fases da vida nesse ambiente. 

A contaminação dos ecossistemas, no contexto ecológico, interfere em 

parâmetros fisiológicos como desenvolvimento, reprodução e taxa de crescimento (Scott 

and Sloman, 2004). Além disso, exposição a substancias químicas pode aumentar a 

mortalidade por interferir em processos ecológicos como falha na detecção de um 

potencial predador, inabilidade de se alimentar e baixa resistência a doenças. Vários 

estudos já relataram que certos contaminantes podem causar esse efeito, alterando a 

atividade locomotora (Beauvais et al, 2000) ou inibindo a habilidade de detectar um 

predador (Moore et al, 2007). 

Mesmo quando expostos a baixas concentrações de contaminantes, os 

organismos estão sujeitos a agressões fisiológicas mais sutis, que, ao invés de serem 

detectadas facilmente (alta mortalidade), essas agressões interferem em processos 

ecológicos importantes como predação, comportamento social, comportamento de fuga, 

habilidade olfatória e migração. A impossibilidade dos peixes de realizar esses 

comportamentos representa uma importante ameaça à manutenção das espécies em 

ambiente natural (Scott et al. 2003). 

Devido à facilidade de medir e avaliar comportamentos importantes do ponto de 

vista ecológico, os peixes são animais considerados ideais para analisar o impacto de 

contaminantes na natureza (Scott e Sloman 2004). Dentre as espécies utilizadas para 

monitoração dos efeitos de contaminantes, o zebrafish apresenta um repertório 

comportamental extremamente interessante. Comportamentos como velocidade de 

deslocamento, distância percorrida, permanência em determinada área do ambiente e 

padrão de deslocamento são relativamente fáceis de observar e quantificar, e servem 

como indicadores (Amorim et al, 2016; Blaser e Gerlai 2006; Kane et al. 2004). 

Fungicidas, como o fungicida baseado em tebuconazole (FBT) são uma classe 

amplamente utilizada na agricultura para proteção dos produtos. Seu mecanismo de ação 

é a inibição enzimática, bloqueando a conversão de intermediários metabólicos e 

provocando a decomposição da parede celular dos fungos (Di Renzo et al, 2007). Porém, 

esse mecanismo de ação pode se estender a outras espécies que possuem atividades 

celulares mediadas por essas mesmas enzimas, o que pode resultar em vários efeitos 

adversos da aplicação desse fungicida (Robinson et al., 2012). Vários estudos (Liu et al., 

2011; Goetz and Dix, 2009; Hester and Nesnow, 2008) relacionaram a exposição a 

fungicidas triazóis com alterações na concentração ou transcrição de genes envolvidos na 
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homeostase esteroidal. Outra classe de agroquímicos, que já são utilizados há muito 

tempo, são os herbicidas. Essa classe é intensamente utilizada, de forma global, sendo o 

mais usado na Europa (European Commission, 2007) e Estados Unidos (EPA, 2011). 

Além da aplicação na agricultura, herbicidas são amplamente utilizados em áreas urbanas 

para tratamento de jardins públicos (EPA, 2011). 

A maioria dos compostos com atividade herbicida como o herbicida baseado em 

glifosato (HBG) ou em atrazina (HBA), tem a característica de se ligar ao substrato, e, 

por isso, podem ocorrer pulsos de contaminação quando ocorrem chuvas e o sedimento 

pode ser carregado para rios e corpos d’água (Giesy et al, 2000), além de poder haver 

contaminação ambiental através de efluentes urbanos (Botta et al, 2009). Alguns estudos 

(Mast et al. 2007) afirmam que herbicidas podem ser carregados por longas distâncias a 

partir do ponto de aplicação, através da água da chuva, existindo assim a possibilidade de 

contaminar uma extensa área ambiental. Os herbicidas impedem o metabolismo de 

proteínas essenciais as plantas, interferindo na síntese de aminoácidos aromáticos. Outro 

alvo comum dos herbicidas são os processos bioquímicos de obtenção de energia pelas 

células. Portanto, herbicidas podem agir em espécies não-alvo e induzir uma série de 

efeitos biológicos. Em peixes podem induzir estresse oxidativo pela produção de EROs 

ou interferindo nos mecanismos antioxidantes, causando danos ao DNA, lipídeos e 

proteínas (Cavalcante et al, 2008; Ferreirra et al, 2010). 

Herbicidas e seus metabolitos também são considerados interruptores endócrinos 

por causar toxicidade neuroendócrina (Foradori et al, 2014), agindo no sistema nervoso 

central (Foradori et al, 2013; Goldman et l, 2013). Inseticidas são outra classe de 

agroquímicos utilizados amplamente, e com real potencial de contaminar o meio 

ambiente. 
 

Zebrafish como modelo experimental 
 
 

O zebrafish (Danio rerio) é um pequeno ciprinideo originário do oeste da Índia. 

Constitui um valioso modelo animal em experimentação científica devido a várias 

características, como rápido desenvolvimento, facilidade de manutenção e 

disponibilidade de aquisição. Além disso, o tamanho pequeno (5-6 cm), a transparência 

óptica durante a embriogênese (que proporciona facilidade na detecção de anormalidades 

morfológicas) e a relativa facilidade de traçar perfis genéticos e o completo conhecimento 
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de seu eixo HHI favoreceram a utilização dessa espécie como modelo experimental 

(Westerfield, 2007). O zebrafish, demonstra sistemas fisiológicos suficientemente 

semelhantes a vertebrados superiores, como primatas e humanos (cerca de 70% de 

homologia genética) e por isso é considerado uma espécie ideal para o estudo da fisiologia 

do estresse por ter seu eixo hipotálamo-hipófise-inter-renal muito bem caracterizado 

(Alsop and Vijayan, 2009; Fuzzen et al., 2010). Ainda, o zebrafish apresenta uma resposta 

muito robusta e confiável quando manipulado geneticamente, através de uma série de 

técnicas com o objetivo de elucidar a função de genes, assim como patologias diversas. 

Também apresenta respostas muito satisfatórias quando utilizado como modelo 

comportamental e simulando diversos etogramas. 
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OBJETIVOS 

 
 

O objetivo geral foi verificar o mecanismo de ação que provoca o efeito disruptor 

dos agroquímicos sobre o eixo hipotálamo-hipófise-inter-renal e, consequentemente, 

sobre a resposta ao estresse, e sua relação com os componentes que fazem a ativação e 

manutenção desse eixo, bem como seus possíveis efeitos ambientais. 

 

Os objetivos específicos foram (1) avaliar se a exposição aguda a uma 

concentração subletal do princípio ativo metil paration causa bloqueio do eixo 

hipotálamo-hipófise-interrenal (HHI) e, consequentemente, na resposta fisiológica ao 

estresse; (2) identificar o mecanismo pelo qual uma concentração subletal do princípio 

ativo metil paration provoca uma desregulação endócrina; (3) avaliar se a exposição 

aguda a concentrações subletais de agroquímicos interferem em processos ecológicos de 

espécies aquáticas e (4) padronizar um novo modelo de estressor, que possa ser utilizado 

para detectar alterações comportamentais, endócrinas e metabólicas frente a exposição a 

substâncias químicas. 
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CAPÍTULO II 
 
ARTIGO  
Publicado na revista “Journal of Toxicology and Environmental Health, Part A”, Qualis B2 – 

CBII. 
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CAPÍTULO III 

ARTIGO  

Publicado na revista “Environmental Toxicology”, Qualis B1–CBII.
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CAPÍTULO IV 
 
 
 
ARTIGO  

Publicado na revista “Archives of Environmental Contamination and Toxicology, Qualis B2 

– CBII. 
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CAPÍTULO V 
 
  ARTIGO  

Publicado na revista “ZEBRAFISH”, Qualis B2 – CBII. 
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CAPÍTULO VI 
 
 
 

DISCUSSÃO 
 

Atualmente o uso de pesticidas aumentou muito, acompanhando a modificação das 

práticas agrícolas e a intensificação da produção (Konstantitinou et al., 2006). As intensas 

modificações ambientais causadas pela ocupação humana são em grande parte causadas pela 

contaminação por resíduos das inúmeras substancias utilizadas para diversos fins, como por 

exemplo os agroquímicos. A utilização cada vez mais intensa de pesticidas na agricultura 

pode produzir efeitos tóxicos em organismos expostos a essas substâncias, em especial para 

espécies em ambientes aquáticos, visto que a maioria dos agroquímicos são muito pouco 

voláteis e altamente solúveis. Segundo Plimmer (1990), apenas de 1 a 3% dos agroquímicos 

chegam ao seu destino de ação, ocasionando a presença desses compostos e seus resíduos no 

ambiente. Tendo isso em vista, muitos estudos foram e continuam sendo feitos com o objetivo 

de elucidar os efeitos dos agroquímicos sobre espécies não-alvo. Estudos in vitro de células 

indiferenciadas precursoras de células neuronais, e em tecido cerebral em estudo in vivo, a 

exposição ao herbicida atrazina demostrou alterar significativamente o nível de catecolaminas 

sintetizadas por essas células e tecidos (Das et al, 2001). A diminuição de catecolaminas no 

hipotálamo pode inibir a liberação do hormônio liberador de gonadotrofina, enquanto que a 

diminuição de dopamina leva a uma diminuição de prolactina (Barraclough, 1992; Ben- 

Jonathan, 1985), sendo que a prolactina tem o efeito secundário de tornar as células mais 

sensíveis à ação do o hormônio liberador de corticotrofina (CRF). Muitos pesquisadores 

ligam ocorrência de neurodegeneração à exposição a ambientes com resíduos de atrazine 

(Bretaud et al, 2004). 

No artigo 1, pôde-se verificar a inibição da expressão do gene star no tratamento onde 

houve exposição ao MP e ao agente estressor. Sendo o cérebro um órgão esteroidogenico, 

(Sierra, 2004) e levando em conta que neuroesteroides são muito importantes para a 

manutenção e desenvolvimento de células neuronais (King et al., 2002, 2004; Sierra, 2004), 

a inibição da proteína StAR nesse tecido é uma evidencia muito importante e preocupante 

dos efeitos subletais de agroquímicos. Essa diminuição dos níveis de expressão dessa 

proteína, quando associados a resultados da literatura de interrupção endócrina causada por 

essa substancia, sugerem que a proteína StAR está envolvida na regulação ou sinalização do 

eixo HHI. O efeito de compostos químicos causados por interrupção endócrina é pouco 

estudado e nível de tecido neuronal, sendo que o foco principal é em órgãos esteroidogenicos 

clássicos como gônadas (Armiliato et al., 2014). No entanto, Lyssimachou e Arukwe (2007) 
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encontraram valores de StAR diminuídos no cérebro de peixes expostos a etinilestradiol. 

Nesse mesmo trabalho, onde foi utilizada uma metodologia de PCR semi-quantitativo, foi 

encontrada diminuição na expressão do gene hsp70. A modulação da expressão dessa proteína 

foi encontrada em outros estudos com exposição a diferentes substâncias (Xing et al, 2013; 

Olsvik et al, 2014). A diminuição dos níveis de HSP70 no grupo exposto ao MP e ao agente 

estressor podem indicar que ocorreu estresse celular nas células do tecido cerebral, quando 

ocorre exposição concomitante do MP e estressor. Esses resultados indicam que a proteína 

StAR e a HSP70 são parâmetros sensíveis para verificar os efeitos da exposição a substancias 

químicas poluentes. 

O zebrafish é um modelo experimental muito utilizado no campo da ecotoxicologia, 

devido em grande parte à robustez de suas respostas à manipulação farmacológica e, aliado a 

isso, as premissas evidenciadas pelo artigo 1 foram exploradas de maneira mais assertiva. 

Dessa forma, utilizando a metodologia de RT-PCR, os resultados anteriores (Rosa et al., 

2013; Rosa et al. 2015) foram confirmados e foi possível demonstrar o mecanismo do efeito 

toxico do MP sobre o tecido nervoso do zebrafish. Além disso, demonstramos que ao inibir a 

expressão de determinados genes relacionados ao eixo HHI, ocorre o comprometimento da 

resposta de cortisol ao estresse. Esses efeitos que caracterizam o MP como desregulador 

endócrino parecem ser mediados pela hiperestimulação dos receptores muscarínicos, visto 

que quando é administrado um fármaco antagonista desses receptores, a escopolamina, esse 

efeito parece ser revertido. 

A reposta de cortisol ao estresse é coordenada pelo eixo HHI, portanto qualquer 

componente desse eixo pode ser alvo de uma substância com potencial de desregulador 

endócrino, inclusive a proteína StAR (Fuzzen et al. 2010; Pavlids et al. 2015; Lyssimachou e 

Arukwe, 2007). Além desse, outros genes que codificam componentes intermediários do eixo 

HHI foram inibidos, como pomc, bgr e hsp70. 

Os hormônios tróficos, como o hormônio liberador de corticotrofina (CRF), agem 

através de segundo-mensageiros, sendo o mais conhecido o AMPc. Sendo um hormônio 

trófico, o CRF é o primeiro a ser sintetizado quando ocorre a ativação do eixo HHI, e sinaliza 

para a síntese de proopiomelanocortina (POMC), através da via do monofosfato de adenosina 

cíclico (AMPc), que continua a cascata de ativação até o produto final, cortisol. O efeito 

clássico dos organofosforados, como o MP, é inibir a enzima acetilcolinesterase, evitando a 

hidrólise da acetilcolina, e levando a um quadro de hiper-ativação colinérgica. Como não 

ocorre uma ativação especifica, todos os receptores muscarínicos (mAChR) são ativados, 

inclusive os subtipos M2 e M4, que são inibitórios. Quando ativados esses receptores 

inibitórios provocam a inibição da síntese de AMPc. Assim como os hormônios tróficos, o 

gene star também é ativado pela mesma via da AMPc (Sierra 2004; Benmessahel et al. 2004; 



54 
 

 
 
Stocco 2001; Sandhoff e McLean 1996), e esta estando inibida pelo MP, demonstra ser a 

causa da inibição tanto de genes chave da ativação do eixo, como star e pomc, quanto do 

produto final desse eixo, o hormônio cortisol (Walsh et al. 2000; Benmessahele et al. 2004; 

Stocco 2001; Sandhoff e McLean 1996). Esse efeito de organosfosforado parece não ser 

espécie-especifico, visto que em Rhamdia quelen exposto ao MP, o mesmo padrão de 

interrupção endócrina é relatado (Cericato et al. 2009). Com a administração de 

escopolamina, um antagonista muscarínico competitivo, esses efeitos parecem ser revertidos. 

Isso acontece pois é encerrada a ativação dos receptores, incluindo M2 e M4, e os níveis 

normais de AMPc são restaurados a seus níveis normais. 

Belanger et al (2005), demostraram que a presença de poluentes ambientais exerce 

efeitos nos processos comportamentais mediados pela olfação, como busca por alimento, 

comportamento reprodutivo e interação social. No artigo 2, foi verificado um efeito aversivo 

do herbicida baseado em glifosato, exceto nos 30s iniciais de exposição, sugerindo que a 

aversão ao local contaminado só inicia após um contato prévio com a substância. Isso pode 

ser devido a propriedades irritantes da substância. Quanto aos agroquímicos baseados em 

atrazina e tebuconazole, essas substâncias não apresentaram efeito nem aversivo nem atrativo. 

Apesar de a exposição ao herbicida a base de glifosato não oferecer maior efeito deletério, 

por possui efeito aversivo, a exposição aos demais agroquímicos sugere uma maior toxicidade, 

já que as substâncias não repelem os peixes, que não percebem que estão em água 

contaminadas, podendo aumentar os efeitos tóxicos. Levando em conta a natureza químico- 

sensorial do teste, e o fato de ser uma exposição aguda, esse efeito aversivo do herbicida 

baseado em glifosato pode ser considerado ser originado por um estímulo olfatório. Além 

disso, sendo o protocolo experimental anteriormente validado em outros estudos (Readman 

et al 2013; Abreu et al. 2016), e pelo fato de agroquímicos como HBG nao alterarem o pH do 

meio (Vera et al. 2010), qualquer alteração comportamental verificada pode ser atribuída aos 

tratamentos utilizados no experimento. O fenômeno da bioacumulação em animais aquáticos 

parece ser tempo e dose-dependente (Hamelink and Spacie 1977; Geyer et al. 2000; 

Paterson and Metcalfe 2008), e como pelo menos por algum tempo os agroquímicos não 

são percebidos, os efeitos que foram evidenciados por exemplo nos artigos 1 e 2, se 

tornam mais deletérios conforme aumenta o tempo de contato com esses compostos. 

Além do potencial aumento dos efeitos de desregulação endócrina, que podem 

ocorrer mesmo quando há no ambiente baixas concentrações, essas substâncias podem 

alterar a fisiologia olfatória dos peixes, interferindo em processos ecológicos que 

dependem desse sistema sensorial, como interação com presa-predador, procura por 

parceiros ou ainda o comportamento social entre co-específicos. Tierney e colaboradores 



55 
 

 
 
(2009) relataram em um estudo que uma mistura de pesticidas contendo HBG provocou 

atração em zebrafish, e em nosso estudo, a mesma concentração não provocou atração 

tampouco aversão, no entanto, as metodologias utilizadas são muito distintas e podem 

explicar essa diferença. 

Além disso, na maior concentração do FBT, verificou-se o aumento de 

parâmetros locomotores como ângulo de giro, que conforme Blazina et al, (2013), são 

indicativos da função locomotora. O aumento dos níveis de ângulo de giro nos peixes 

expostos ao FBT pode indicar efeitos neuromusculares, e essa alteração na atividade 

locomotora pode explicar a resposta não aversiva verificada. 

A ausência de detecção, ou a impossibilidade de escapar de locais contaminados 

são extremamente preocupantes, tanto a nível individual quanto a nível de população, 

uma vez que os animais ficam sujeitos a uma exposição prolongada. Essa resposta 

aversiva representa um comportamento defensivo, e uma vez que pode ser medido em 

ambiente experimental se torna uma ferramenta extremamente interessante para o 

monitoramento de poluentes aquáticos. 

Da mesma forma que apresenta ótimas respostas à manipulação farmacológica, 

o zebrafish apresenta um repertorio comportamental já estabelecido e decifrado 

(Rosemberg et al. 2011), e além disso, suas respostas endócrinas a adaptações 

fisiológicas já estão muito bem caracterizadas (Fuzzen et al. 2010). 

Sendo assim, foi realizado um experimento onde foi testado um novo modelo de 

estresse utilizando como animal experimental o zebrafish. Demonstramos que um 

“spinning test”, validado previamente por Blazina et al. (2013), onde o peixe é exposto 

a uma corrente em uma arena circular, pode ser utilizado como modelo estressor. Na 

velocidade de 570 rpm por um tempo de 5 minutos, ocorre a ativação do eixo HHI com 

consequente elevação de cortisol que, por sua vez, provoca a mobilização energética 

característica de uma situação de estresse (Mommsen et al. 1999; Barcellos et al. 2010). 

Concomitante à elevação de cortisol, ocorre a depleção das reservas de carboidratos, 

evidenciadas pela redução da glicose e glicogênio. Foi relatado que em peixes tratados 

com metirapona, um inibidor da síntese de cortisol, ocorre aumento na concentração de 

glicogênio (Milligan 2003), logo, assume-se uma relação indireta entre a concentração 

de cortisol e glicogênio tecidual. Outro resultado interessante, que corrobora com os 

anteriores, é o aumento da concentração de lactato, concomitante à redução de glicose e 

glicogênio, o que indica o início da atividade anaeróbica, o que ocorre também em outras 

espécies após exercício intenso Liew et al.(2012). Além disso, ocorre a elevação de outro 
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biomarcador de atividade anaeróbica, a creatina quinase (CK), indicando a utilização de 

energia proveniente da fosfocreatina. E como em um protocolo estressor clássico, ocorre 

alteração de comportamento, onde parâmetros como distância percorrida e velocidade 

estão elevados e apresentam redução após o período de recuperação pós exercício. A 

elevação desses parâmetros está relacionada a um estado de hiperatividade, que pode a 

levar a um comportamento do tipo ansiedade (Maximino et al. 2010; Kalueff et al. 2013). 

Além disso, o exercício pode provocar a ativação do sistema catecolaminérgico, que 

assim como a síntese de cortisol, pode ser iniciado pela ação do ACTH (Reid et al. 1996; 

Reid et al. 1998), e a elevação de catecolaminas pode contribuir para o comportamento 

do tipo ansiedade verificado. Em roedores, Pacak et al. (1995) relacionou o aumento de 

ACTH plasmático com a elevação de catecolaminas no nucleo paraventricular, região do 

sistema nervoso central responsável tanto pela síntese de ACTH, quanto pela promoção 

de um estado de defesa que pode ser interpretado como ansiedade, mais uma vez 

corroborando a ativação do eixo HHI pelo protocolo utilizado. 

O zebrafish representa um valioso modelo experimental por possuir uma série de 

características extremamente importantes, além de exibir um grande potencial 

translacional. Esse novo protocolo estressor demonstrou ser eficaz na ativação do eixo 

HHI, e representa uma grande possibilidade de utilização em protocolos para investigar 

os efeitos e mecanismos de toxicidade causados por interruptores endócrinos. 
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CAPÍTULO VII 
 
 
CONCLUSÕES 

 
 
 

A exposição à agroquímicos organofosforados altera a expressão de genes 

codificadores de proteínas essenciais à ativação e manutenção do eixo hipotálamo-hipófise- 

interenal; 

O mecanismo pelo qual os organofosforado causam desregulação endócrina é a 

hiperativação de receptores muscarínicos decorrente da exposição. 

Agroquímicos em ecossistemas aquáticos podem alterar a percepção e alterar o 

repertório comportamental dos peixes. 

O modelo de estresse por nado forçado se mostrou eficaz para definir os parâmetros 

metabólicos, comportamentais e endócrinos basais provocados pela ativação do eixo HHI. 
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IMPLICAÇÕES DA PESQUISA 

 
 

Esse novo modelo apresenta alta aplicabilidade na pesquisa de contaminantes 

ambientais, auxiliando na produção de ferramentas de pesquisa, utilizando aspectos 

moleculares, endócrinos, metabólicos e comportamentais para produzir um panorama 

completo dos efeitos de xenobioticos em ambiente aquático, utilizando como referência 

as respostas fisiológicas dos peixes frente às contaminações ambientais. 



59 
 

 
 
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

 
 
ABREU MS, GIACOMINI ACV, GUSSO D, ROSA JGS, KOAKOSKI G, KALICHAK 
F, IDALENCIO R, OLIVEIRA TA, BARCELLOS HHA, BONAN CD,  BARCELLOS 
LJG Acute exposure to waterborne psychoactive drugs attracts zebrafish. Comp Biochem  
Physiol  C 179:37–43. 2016. 

ALSOP D, VIJAYAN MM. Molecular programming of the corticosteroid stress axis 
during zebrafish development. Comp. Biochem. Physiol. Part A. 153: 49–54. 2009. 

AMORIM  J,  FERNANDES  M,  VASCONCELOS  V,  TELES  LO.  Stress  test  of  a 
biological early warning system with zebrafish (Danio rerio). Ecotoxicology. 26:13-21. 
2017. 

ARMILIATO, N., AMMAR, D., NEZZI, L., STRALIOTTO, M., MULLER, Y. M.  R., 
AND NAZARI, E. M. Changes in ultrastructure and expression of steroidogenic factor-1 
in ovaries of zeb- rafish Danio rerio exposed to glyphosate. J. Toxicol. Environ. Health 
A 77: 405–414. 2014. 

BARCELLOS LJG, MARQUEZE A, TRAPP M, QUEVEDO RM, FERREIRA D.  The 
effects of fasting on cortisol, blood glucose and liver and muscle glycogen in adult jundia 
Rhamdia quelen. Aquaculture;300:231–236. 2010. 

BARRACLOUGH, C. A. “Neural control of the synthesis and release of luteinizing 
hormone-releasing hormone,” in Functional Anatomy of the Neuroendocrine 
Hypothalamus, vol. 168, pp. 233–251, 1992. 

BEAUVAIS SL, JONES SB, BREWER SK, LITTLE EF. Physiological measures of 
neurotoxicity of diazinon and malathion to larval rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) 
and their correlation with beahavioral measures. Environ Toxicol Chem 19:1875-1880. 
2000. 

BELANGER, R. M., PETERS ,T. J., SABHAPATHY, G.S., KHAN, S., KATTA, J., 
ABRAHAM, N.K. Atrazine Exposure Affects the Ability of Crayfish (Orconectes 
rusticus) to Localize a Food Odor Source Arch Environ Contam Toxicol 68:636–645. 
2015. 

BEN-JONATHAN, N. “Dopamine: a prolactin-inhibiting hormone,” Endocrine 
Reviews, vol. 6, no. 4, pp. 564–589, 1985. 

BENMESSAHEL Y, TROADEC JD, CADEPOND F, et al. Downregulation of 
steroidogenic acute regulatory protein (StAR) gene expression by cyclic AMP in cultured 
Schwann cells. Glia.;45:213– 228. 2004. 

BERENZEN.  N.;  KUMKE,  T.;  SCHULZ,  H.K.;  SCHULZ.  R.     Macroinvertebrate 
community structure in agricultural streams: impact of runoff-related pesticide 
contamination. Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 60, p. 37–46, 2005. 

BLAKE MJ, NOWAK TS, HOLBROOK NJ. In vivo hyperthermia induces expression 
of HSP70 mRNA in brain regions controlling the neuroendocrine response to stress. Mol. 
Brain Res. 8:89–92. 1990. 



60 
 

 
 
BLASER R, GERLAI R. Behavioral phenotyping in zebrafish: comparison of three 
behavioral quantification methods. Behav Res Methods 38:456–469. 2006. 

BLAZINA AR, VIANNA MR, LARA DR (2013) The spinning task: a new protocol to 
easily assess motor coordination and resistance in zebrafish. Zebrafish 10:480–485. 

BOTTA, F.; LAVISON, G. L.; COUTURIER, G.; ALLIOT, F.; MOREAU-GUIGON, 
E.; FAUCHON, N.; GUERY, B. N. D.; CHEVREUIL, M.; BLANCHOUD, H. L. N., 
Transfer of glyphosate and its degradate AMPA to surface waters through urban sewerage 
systems. Chemosphere  77, (1), 133-Environmental Science & Technology. 2009. 

BRETAUD, S., LEE, S., AND GUO, S. “Sensitivity of zebrafish to environmental toxins 
implicated in Parkinson’s disease,” Neurotoxicology and Teratology, vol. 26, no. 6, pp. 
857–864, 2004. 

CAVALCANTE, D.; MARTINEZ, C.; SOFIA, S., Genotoxic effects of Roundup® on 
the fish Prochilodus lineatus. Mutation Research/Genetic Toxicology and 
Environmental Mutagenesis  655, (1), 41-46. 2008. 

CERICATO L, NETO JGM, FAGUNDES M, et al. Responsiveness of the interrenal 
tissue of Jundia (Rhamdia quelen) to an in vivo ACTH test following acute exposure to 
sublethal concentrations of agrichemi- cals. Comp Biochem Physiol C;149:363–367. 
2009. 

DAS, P. C., MCELROY, W. K. AND R. L. COOPER, “Alteration of catecholamines in 
heochromocytoma (PC12) cells in vitro by the metabolites of chlorotriazine herbicide,” 
Toxicological Sciences, vol. 59, no. 1, pp. 127–137, 2001. 

DAUGHTON CG, TERNES TA. Pharmaceuticals and personal care products in the 
environment: agents of subtle change? Environ Health Perspect. Dec; 107. 1999. 

DE LA VEGA SALAZAR, M.Y., TABCHE, L.M., GARCIA, C.M., Bioaccumulation of 
methyl parathion and its toxicology in severa species of the freshwater community in 
Ignacio Ramirez dam in Mexico. Ecotoxicol. Environ. Saf. 38, 53–62. 1997. 

 
EUROPEAN COMMISSION, The use of plant protection products in the European 
Union. Eurostat 2007. 

FERREIRA, D.; COSTA DA MOTTA, A.; KREUTZ, L. C.; TONI, C.; LORO, V.; 
BARCELLOS, L., Assessment of oxidative stress in Rhamdia quelen exposed to 
agrichemicals. Chemosphere  79, (9), 914-921. 2010. 

FIOREZE, I. ET AL. Instalações para o policultivo. In: Barcellos, L.J.G. (ed.) Policultivo 
de jundiás, Tilápias e Carpas: uma alternativa para a piscicultura Rio-grandense. 
Passo Fundo: Editora da UPF, v. 1, p. 127, 2006. 

FORADORI, C. D., CODER, P. S., TISDEL, M. et al., “The effect of atrazine 
administered by gavage or in diet on the LH surge and reproductive performance in intact 
female Sprague-Dawley and Long Evans rats,” Birth Defects Research Part B: 
Developmental and Reproductive Toxicology, vol. 101, no. 3, pp. 262–275, 2014. 

FORADORI,C.  D.,  ZIMMERMAN,  A.  D.,  HINDS,  L.   R.,  ZULOAGA,  K.       L., 
BRECKENRIDGE,   C.   B.,   AND   HANDA,   R.   J.   “Atrazine   inhibits     pulsatile 



61 
 

 
 
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) releasewithout altering GnRH messenger RNA 
or protein levels in the female rat,” Biology of Reproduction, vol. 88, no. 1, article no. 
9, 2013. 

FUZZEN ML, VAN DER KRAAK G, BERNIER NJ. Stirring up new ideas about the 
regulation of the hypothalamic–pituitary–interrenal axis in zebrafish (Danio rerio). 
Zebrafish; 687:349–358. 2010. 

 
GARCIA, S. J., ABU-QARE, A. W., MEEKER-O’CONNELL, W. A., BORTON, A. J., 
ABOU-DONIA, M. B. Methyl parathion: a review of health effects. J. Toxicol. Environ. 
Health B Crit. Rev., 6, 185–210. 2003. 

 
GEYER HJ, RIMKUS GG, SCHEUNERT I, KAUNE A, SCHRAMM K, KETTRUP A, 
ZEEMAN M, MUIR DCG, HANSEN LG, MACKAY D Bioaccumulation and 
occurrence of endocrine disrupting chemicals (EDCs), persistent organic pollutants 
(POPs), and other organic compounds in fish and other organisms including humans. In: 
Beek B (ed) The handbook of environmental chemistry, bioaccumulation. Springer, 
Berlin, p  166. 2000. 

 
GIESY, J. P.; DOBSON, S.; SOLOMON, K. R., Ecotoxicological risk assessment for 
Roundup® herbicide. Reviews of environmental contamination and toxicology. 167, 
35- 120. 2000. 

GOETZ, A.K., DIX, D.J., Mode of action for reproductive and hepatic toxicity inferred 
from a genomic study of triazole antifungals. Toxicological Sciences 110, 449–462. 
2009. 

GOLDMAN, M., DAVIS, L. K., MURR, A. S. AND COOPER, R. L.  Atrazine-induced 
elevation or attenuation of the LH surge in the ovariectomized, estrogen-primed female 
rat: role of adrenal progesterone. Reproduction, vol. 146, no. 4, pp. 305–314, 2013. 

HALLING-SØRENSEN, B. NORS NIELSEN, S. LANZKY, P.F. INGERSLEV, F.. 
HOLTEN H.C LÜTZHØFT,S.E. JØRGENSEN. Occurrence, fate and effects of 
pharmaceutical substances in the environment- A review. Chemosphere. Jan;36(2):357- 
93. 1998. 

HAMELINK JL, SPACIE A. Fish and chemicals: the process of accumulation. Ann Rev 
Pharmacol Toxicol 17:167–177. 1977. 

HESTER SD, WOLF DC, NESNOW S, THAI SF. Transcriptional profiles in liver from 
rats treated with tumorigenic and non-tumorigenic triazole conazole fungicides: 
Propiconazole, triadimefon, and myclobutanil. Toxicol Pathol. 34(7):879-94. 2006. 

HORI,  T.S.F.,  AVILEZ,  I.M.,  IWAMA,  G.K.,  JOHNSON,  S.C.,  MORAES,      G., 
AFONSO, L.O.B., Impairment of the stress response in matrinxã juveniles (Brycon 
amazonicus) exposed to low concentrations of phenol. Comp. Biochem. Physiol. C 147, 
416– 423. 2008. 

IWAMA GK, AFONSO LOB, TODGHAM A, ACKERMAN P, NAKANO K. Are hsps 
suitable for indicating stressed states in fish? J. Experim. Biol. 207:15–19. 2004. 



62 
 

 
 
JIRAUNGKOORSKUL, W. et al. Histopathological Effects of Roundup, a Glyphosate 
Herbicide, on Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Science Asia, v. 28, p. 121-127, 2002. 

KALUEFF AV, GEBHARDT M, STEWART AM, CACHAT JM, Brim- mer M, Chawla 
JS,  et  al.  Towards  a  comprehensive  catalog  of  zebrafish  behavior  1.0  and beyond, 
Zebrafish;10: 70–86. 2013. 

KANE AS, SALIERNO JD, GIPSON GT, MOLTENO TCA, HUNTER C A video-based 
movement analysis system to quantify behavioral stress responses of fish.  Water    Res 
38:3993–4001. 2004. 

KING, S. R., GINSBERG, S. D., ISHII, T., SMITH, R. G., PARKER, K. L., AND 
LAMB, D. J. The steroidogenic acute regula- tory protein is expressed in steroidogenic 
cells of the day- old brain. Endocrinology 145: 4775–4780. 2004. 

KING, S. R., MANNA, P. R., ISHII, T., SYAPIN, P. J., GINSBERG, S. D.,  WILSON, 
K., WALSH, L. P., PARKER, K. L., STOCCO, D. M., SMITH, R. G., AND LAMB, D. 
J. An essential compo- nent in steroid synthesis, the steroidogenic acute regula- tory 
(StAR) protein, is expressed in discrete regions of the brain. J. Neurosci. 22: 10613– 
10620. 2002. 

KONSTANTINOU, I.K., HELA, D.G., ALBANIS, T.A., The status of pesticide pollution 
in surface waters (rivers and lakes) of Greece. Part I. Review on occurrence and levels. 
Environ. Pollut. 141, 555–570. 2006. 

KREUTZ, L.C., BARCELLOS, L.J.G., SILVA, T.O., ANZILIERO, D., MARTINS, D., 
LORENSON, M., MARTENINGHE, A., SILVA, L.B., Acute toxicity testing of 
agricultural pesticides on silver catfishes (Rhamdia quelen), fingerlings. Ciência Rural 
38, 1050–1055. 2008. 

KÜMMERER K. 2004. Resistance in the environment. J Antimicrob Chemother. 
Aug;54(2):311-20. Epub. 2004. 

LIEW HJ, SINHA AK, MAURO N, DIRICX M, BLUST R, DE BOECK G. Fasting 
goldfish, Carassius auratus, and common carp, Cyprinus carpio, use different metabolic 
strategies when swimming. Comp Biochem Physiol A;163:327–335. 2012. 

LIU, S.Y., CHANG, J.H., ZHAO, Y., ZHU, G.N., Changes of thyroid hormone levels 
and related gene expression in zebrafish on early life stage exposure to triadimefon. 
Environmental Toxicology and Pharmacology 32, 472–477. 2011. 

LYSSIMACHOU, A., AND ARUKWE, A. Alteration of brain and interrenal StAR 
protein, P450scc, and Cyp11b mRNA levels in Atlantic salmon after nominal waterborne 
expo- sure to the synthetic pharmaceutical estrogen ethynylestra- diol. J. Toxicol. 
Environ. Health A 70: 606–613. 2007. 

MAST, M.A., FOREMAN, W.T., SKAATES, S.V. Current-use pesticides and 
organochlorine compounds in precipitation and lake sediment from two high-elevation 
national parks in the Western United States. Arch Environ Contam Toxicol 52:294– 
305. 2007. 

MAXIMINO C, MARQUES DE BRITO T, et al. Scototaxis as anxiety-like behavior in 
fish. Nat Protoc;5:209–216. 2010. 



63 
 

 
 
MILLIGAN CL. A regulatory role for cortisol in muscle gly- cogen metabolism in 
rainbow trout Oncorhynchus mykiss Walbaum. J Exp Biol;206:3167–3173. 2003. 

MOMMSEN TP, VIJAYAN MM, MOON TW. Cortisol in tele- osts: Dynamics, 
mechanisms of action, and metabolic regulation. Rev Fish Biol Fish;9:211–268. 1999. 

MONTEIRO, D. A., DE ALMEIDA, J. A., RANTIN, F. T., KALININ, A. L., Oxidative 
stress biomarkers in the freshwater characid fish, Brycon cephalus, exposed to 
organophosphorus insecticide Folisuper 600 (methyl parathion). Comp. Biochem. 
Physiol. C, 143, 141–149. 2006. 

 
MOORE, R. D.; GRIFFITHS, R. A.; O'BRIEN, C. M.; MURPHY, A. & JAY, D. Induced 
defences  in  an  endangered  amphibian  in  response  to  an  introduced  snake predator. 
Oecologia 141:139-147. 2004. 

MUTTRAYA, A., SPELMEYER, U., DEGIRMENCI, M., JUNG, D. et al., Acute effects 
of low doses of methyl parathion on human EEG. Environ. Toxicol. Pharmacol. 19, 
477–483. 2005. 

 
OLSVIK, P. A., ØRNSRUD, R., LUNESTAD, B. T., STEINE, N., AND FREDRIKSEN, 
B. N. Transcriptional responses in Atlantic salmon (Salmo salar) exposed to deltamethrin, 
alone or in combination with azamethiphos. Comp. Biochem. Physiol. C 162: 23– 
33.2014. 

PACAK K, PALKOVITS M, KVETNANSKY R, YADID G, KOPIN IJ, GOLDSTEIN 
DS. Effects of various stressors on in vivo nor- epinephrine release in the hypothalamic 
paraventricular nucleus and on the pituitary-adrenocortical axis. Ann N Y Acad 
Sci;771:115–130. 1995. 

PATERSON G, METCALFE CD Uptake and depuration of the anti- depressant 
fluoxetine by the Japanese medaka (Oryzias latipes). Chemosphere 74:125–130. 2008. 

PAVLIDIS M, THEODORIDI A, TSALAFOUTA A. Neuroendocrine regulation of the 
stress response in adult zebrafish, Danio rerio. Prog Neuro- Psychopharmacol Biol 
Psychiatry;60:121–131. 2015. 

PLIMMER, J. R., Pesticide loss to the atmosphere. Am. J. Ind. Med. 18, 461–466. 1990. 

READMAN  GD,  OWEN  SF,  MURRELL  JC,  KNOWLES  TG  Do  fish     perceive 
anesthetics as aversive? PLoS ONE 8(9):e73773. 2013. 

REID SG, VIJAYAN MM, PERRY SF. Modulation of cate- cholamine storage and 
release by the pituitary-interrenal axis in the rainbow trout, J Comp Physiol;165:665– 
676. 1996. 

ROBINSON, J.F., TONK, E.C.M., VERHOEF, A., PIERSMA, A.H., Triazole   induced 
concentration-related gene signatures in rat whole embryo culture. Reproductive 
Toxicology 34, 275–283, 2012. 

ROOS P.S.; BIRNBAUM L.S. Integrated Human and Ecological Risk Assessment: A 
case study of persistent pollutants (POPs) in human and wildlife. Hum. Ecol. Risk Asses., 
9(1): 303-324, 2003. 



64 
 

 
 
ROSA JGS, KOAKOSKI G, PIATO AL, BOGO MR, BONAN CD, BARCELLOS LJG. 
Impaired brain StAR and HSP70 gene expression in zebrafish exposed to Methyl- 
Parathion based insecticide. J Toxicol Environ Health  A;79:1–7, 2015. 

ROSA,  J.G.S.,  KOAKOSKI,  G.,  PIATO,  A. L. , KREUTZ,  L. C., FAGUNDES, M., 
MARQUEZE, A., AND BARCELLOS, L. J. G. Impairment of cortisol response to stress 
in zebrafish acutely exposed to methyl-parathion. J. Environ. Sci. Technol. 6: 57–62, 
2013. 

ROSEMBERG      DB,      RICO      EP,      MUSSULINI      BHM,      PIATO      A   L, 
CALCAGNOTTO ME, BONAN CD, et al. Differences in Spatio-temporal behavior of 
zebrafish in the open tank paradigm after a short-period confinement into dark and bright 
en- vironments. PLoS One 6:e19397. 2011. 

SANDHOFF TW, MCLEAN MP. Hormonal regulation of steroidogenic acute regulatory 
(STAR) protein messenger ribonucleic acid expres- sion in the rat ovary. 
Endocrine;4:259–267, 1996 

SCOTT GR, SLOMAN KA, ROULEAU C, WOOD CM. Cadmium disrupts behavioural 
and physiological responses to alarm substance in juvenile rainbow trout (Oncorhynchus 
mykiss). J Exp Biol 206:1779–1790, 2003. 

SCOTT GR, SLOMAN KA. The effects of environmental pollutants on complex fish 
behaviour: integrating behavioural and physiological indicators of toxicity. Aquat 
Toxicol. Jul 14;68(4):369-92, 2004. 

SIERRA, A. Neurosteroids: The StAR protein in the brain. J. Neuroendocrinol. 16:787– 
793. 2004. 

STOCCO DM. Tracking the role of a star in the sky of the new millen- nium. Mol 
Endocrinol.15:1245–1254. 2001. 

STOCCO DM, WANG X, JO Y, MANNA PR. Multiple signaling pathways regulating 
steroidogenesis and steroidogenic acute regulatory protein expression: more complicated 
than we thought. Mol. Endocrinol. 19:2647–2659. 2005. 

 
TIERNEY   KB,   SEKELA   MA,   COBBLER   CE,   XHABIJA   B,   GLEDHILL M, 
ANANVORANICH S, ZIELINSKI BS. Evidence for behavioral preference toward 
environmental concentrations of urban-use herbicides in a model adult fish. Environ 
Toxicol Chem 9999:1–9. 2009. 

TIERNEY, K.B., SEKELA, M.A., COBBLER, C.E., XHABIJA, B., GLEDHILL,    M., 
ANANVORANICH, S., ZIELINSKI, B.S., Evidence for behavioral preference toward 
environmental concentrations of urban-use herbicides in a model adult fish. Environm. 
Toxicol. Chem. 9999: 1–9. 2011. 

US EPA, Pesticides Industry Sales and Usage: 2006 and 2007 Market Estimates. 2011. 

VERA MS, LAGOMARSINO L, SYLVESTER M, PE´REZ GL, RODR´IGUEZ P, 
MUGNI H, SINISTRO R, FERRARO M, BONETTO C, ZAGARESE H, PIZARRO H. 
New evidences of Roundup (glyphosate formulation) impact on the periphyton 
community and the water quality of freshwater ecosystems. Ecotoxicology 19:710–721. 
2010. 



65 
 

 
 
WALSH LP, STOCCO DM. Effects of lindane on steroidogenesis and steroidogenic 
acute regulatory protein expression. Biol Reprod. 2000;63:1024–1033 

WESTERFIELD, M. 2007 The Zebrafish Book. A Guide for the Laboratory Use of 
Zebrafish (Danio rerio), 5th Edition. University of Oregon Press, Eugene. 

WILLER P, STONE G, JOHNSON I. Environmental Physiology of Animal, Academic 
Press, Great Britain. 2000. 

 
XING, H., LI, S., WANG, X., GAO, X., XU, S., AND WANG, X. Effects of atrazine and 
chlorpyrifos on the mRNA levels of HSP70 and HSC70 in the liver, brain, kidney and 
gill of common carp (Cyprinus carpio  L.). Chemosphere 90: 910–916, 2013. 


	Pagina 25
	TESE - JOÃO GABRIEL DOS SANTOS DA ROSA - PPGFARMACOLOGIA - UFSM
	UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE
	PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM FARMACOLOGIA
	EXPOSIÇÃO A AGROQUÍMICOS ALTERA O FUNCIONAMENTO DO EIXO HIPOTÁLAMO-HIPÓFISE-INTERRENAL EM ZEBRAFISH.
	EXPOSIÇÃO A AGROQUÍMICOS ALTERA O FUNCIONAMENTO DO EIXO HIPOTÁLAMO-HIPÓFISE-INTERRENAL EM ZEBRAFISH.
	EXPOSIÇÃO A AGROQUÍMICOS ALTERA O FUNCIONAMENTO DO EIXO HIPOTÁLAMO-HIPÓFISE-INTERRENAL EM ZEBRAFISH.
	Denis Broock Rosemberg, Dr (UFSM) Luiz Carlos Kreutz, Dr (UPF)

	RESUMO
	EXPOSIÇÃO A AGROQUÍMICOS ALTERA O FUNCIONAMENTO DO EIXO HIPOTÁLAMO-HIPÓFISE-INTERRENAL EM ZEBRAFISH.
	ABSTRACT
	Keywords: Danior rerio, agrichemicals, stress, cholinergic system, behavior.

	CAPÍTULO I
	INTRODUÇÃO
	Agroquímicos
	Agroquímicos e eixo hipotálamo-hipófise-interrenal
	Contaminação ambiental e processos ecológicos
	Zebrafish como modelo experimental
	OBJETIVOS


	CAPÍTULO II
	ARTIGO

	CAPÍTULO III
	ARTIGO

	CAPÍTULO IV
	ARTIGO

	CAPÍTULO V
	ARTIGO

	CAPÍTULO VI
	DISCUSSÃO

	CAPÍTULO VII
	CONCLUSÕES
	IMPLICAÇÕES DA PESQUISA
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS






