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RESUMO

Utilizado a nivel mundial, o glifosato é um organofosforado do grupo quimico das glicinas
modificadas, caracterizado por ser um herbicida de amplo espectro, com indicacdo de baixa
toxicidade para animais. Porém, ha controvérsias quanto a seguranca de seu uso devido a
varios estudos que demonstram interferéncias em atividades enzimaticas, defesa antioxidante,
sistema nervoso, sistema enddcrino, efeitos embriotoxicos, citotoxicos, histopatoldgicos,
carcinogénicos e disturbios reprodutivos. Este herbicida atua bloqueando a via do chiquimato
ao inibir a EPSPS, resultando na diminuicdo do desenvolvimento da planta. A acdo do
glifosato associada a baixa toxicidade para seres humanos e animais esta associada ao fato de
que a via do chiquimato e de biossintese de aminoacidos aromaticos é de exclusividade de
plantas e determinadas bactérias. Os efeitos do produto comercial ROUNDUP® WG foram
avaliados em dois ensaios crénicos de exposicdo de peixes da espécie Poecilia reticulata, e
respectivos grupos controles. O primeiro ensaio teve duragdo de 46 dias, sendo utilizada uma
concentracdo de 7 mg/L do produto, ndo sendo possivel realizar analises bioquimicas devido a
alta mortalidade dos animais. O segundo ensaio crénico teve duracdo de 82 dias, com animais
expostos a 1,5 mg/L do produto e peixes em ambiente controle, ocorrendo, também
mortalidade durante este periodo. Foram utilizados marcadores bioquimicos para avaliar
parametros de estresse oxidativo e atividade de enzimas. Apds exposicdo ao glifosato as
amostras foram coletadas, respectivamente figado e musculo dos animais para analise, sendo
utilizados: marcador de estresse oxidativo (dano celular - peroxidacéo lipidica - LPO), enzima
da defesa antioxidante (glutationa s transferase - GST), marcador enzimatico da
biotransformacdo de xenobidticos e neurotdxica (colinesterase) e marcador do metabolismo
de aminoacidos (glutamato desidrogenase — GLDH). Nos peixes submetidos a exposicao de 7
mg/L de ROUNDUP® WG foram observadas 90% de mortalidade dos animais em 46 dias.
No segundo ensaio, com peixes submetidos a 1,5 mg/L do produto, foram observadas 32,14%
de mortalidade em 82 dias e nao foram identificadas alteragcdes nas atividades das enzimas de
defesa antioxidante (GST), biotransformacéo de xenobioticos e neurotdxica (colinesterase), de
marcadores do metabolismo de aminoécidos (GLDH) e também n&o houve indicacdo de

danos relacionados ao estresse oxidativo (marcador LPO) no figado e masculo dos animais.

Palavras-chave: ecotoxicologia; toxicidade; poluicdo da agua.



ABSTRACT

Used worldwide, glyphosate is an organophosphate from the chemical group of modified
glycines, characterized by being a broad-spectrum herbicide, with indication of low toxicity
for animals. However, there are controversies regarding the safety of its use due to several
studies that demonstrate interference in enzymatic activities, antioxidant defense, nervous
system, endocrine system, embryotoxic, cytotoxic, histopathological, carcinogenic and
reproductive disorders effects. This herbicide works by blocking the shikimate pathway by
inhibiting EPSPS, resulting in reduced plant development. The  action  of  glyphosate
associated with low toxicity for humans and animals is associated with the fact that the
shikimate and aromatic amino acid biosynthesis pathway is plant-specific and has specific
characteristics. The effects of the commercial product ROUNDUP® WG were evaluated in
two chronic exposure trials of Poecilia reticulata fish and respective control groups. The first
test lasted 46 days, using a concentration of 7 mg/L of the product, not being possible to carry
out biochemical analyzes due to the high mortality of the animals. The second chronic trial
lasted 82 days, with animals exposed to 1.5 mg/L of the product and fish in a control
environment. Biochemical markers were used to evaluate parameters of oxidative stress and
enzyme activity. After exposure to glyphosate, the samples were collected, respectively liver
and muscle from the animals for analysis, using: oxidative stress marker (cellular damage -
lipid peroxidation - LPO), antioxidant defense enzyme (glutathione s transferase - GST),
enzyme marker of xenobiotic and neurotoxic biotransformation (cholinesterase) and amino
acid metabolism marker (glutamate dehydrogenase — GLDH). In fish subjected to
contamination of 7 mg/L of ROUNDUP® WG, 90% of animal mortality was observed in 46
days. In the second trial, with fish submitted to 1.5 mg/L of the product, 32.14% mortality
was observed in 82 days and no changes were identified in the activities of antioxidant
defense enzymes (GST), xenobiotic biotransformation and neurotoxicity ( cholinesterase),
amino acid metabolism markers (GLDH) and there was also no indication of damage related

to oxidative stress (LPO marker) in the liver and muscle of the animals.

Keywords: ecotoxicology; toxicity; water pollution.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € considerado um dos paises com maior producdo e exportacdo agropecuaria
do mundo, sendo fundamental para a economia local. A elevada demanda de producéo
estimula o uso intensivo de sementes transgénicas, fertilizantes e pesticidas (PIGNATI et al.,
2017). Essa concepcdo de producdo faz com que o Brasil assuma desde 2008 a posicdo de
maior consumidor de pesticidas do mundo (CARNEIRO et al., 2015).

Na atual Legislacdo (BRASIL, 2002), sdo caracterizados por agrotoxicos, as
substancias, ou mistura de substancias quimicas que tem por objetivo a prevencdo, destruicao
ou acdo repelente dos agentes patogénicos ou vida animal/vegetal que possam vir a ser
nocivos para plantas, animais, produtos, e aos seres humanos. Essa defini¢do indica que estes
compostos sdo capazes de destruir a vida animal ou vegetal (PERES et al.,, 2003).
Atualmente o termo “agrotoxico” ¢é levado em pauta em diferentes discussdes e trabalhos
(BARONAS, 2019), ao sugerir ou ndo a substituicdo por outras palavras como “pesticidas”,
“defensivos agricolas”, “produtos fitossanitarios”, entre outros.

Cada classe de pesticida possui um principio ativo, modo de acdo e niveis de
toxicidade (MODESTO, 2009). Como exemplo disso, ha os herbicidas, fungicidas,
nematicidas, rodenticidas/raticidas, moluscicidas, acaricidas, reguladores, inibidores de
crescimento, fumigantes, desfoliantes, entre outros (PERES et al., 2003). Dentre eles, os
herbicidas sdo os mais utilizados para fins da agricultura (MODESTO, 2009).

Os herbicidas sdo introduzidos nos ambientes aquaticos por fontes difusas que inclui a
lavagem do solo recém pulverizados por escoamento superficial, ou por fontes pontuais
quando entram acidentalmente por pulverizacdo aérea ou diretamente pela aplicacdo com fins
de eliminacdo de organismos indesejaveis como algas, plantas e vetores de doencas (RAND et
al. 1995 apud. MODESTO, 2009). Ha uma grande preocupacao sobre a contaminacdo de
ambientes naturais e de produgdo de organismos aquaticos por pesticidas, uma vez que areas
de preservacdo e viveiros de producdo geralmente encontram-se em ambientes proximos a
atividade agropecuéria, e, portanto, expostas a estes compostos. Sdo inumeros dos dados
reportados na literatura sobre o efeito de atividades agricolas em sistemas aquéaticos e
comunidades aquéticas (DAMALAS; ELEFTHEROHORINOS, 2011; DIAMOND et al.,
2017; SOBJAK et al., 2017, SOBJAK et al., 2018; BASTOS, 2013; BOIARSKI et al., 2020).

O glifosato é classificado como organofosforado do grupo quimico das glicinas
modificadas (WILLIAMS et al., 2000), amplamente utilizado devido ao fato de ndo ser
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seletivo, possuir acdo sisttémica, ser um pds-emergente, com amplo espectro de atuacdo
(ANDRIGHETTI et al., 2014), rapida degradacdo do solo (BOHM et al., 2011), baixa
mobilidade e persisténcia no solo e em aguas superficiais e apresenta baixa toxicidade para
mamiferos (DUKE; POWLES, 2008). A funcionalidade como herbicida esta relacionada ao
bloqueio da via do chiquimato por inibigdo da enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3 fosfato-
sintase (EPSPS), com consequente bloqueio da producdo do precursor corismato, necessario
para producdo de aminoacidos essenciais como triptofano, fenilalanina e tirosina e reduzindo
a capacidade de desenvolvimento da planta (TONI et al., 2006). Como a via do chiquimato e
de biossintese de aminoacidos aromaticos € exclusivo de plantas e algumas bactérias ndo se
observa efeitos toxicos significativos do glifosato em animais (BOHM; ROMBALDI, 2010;
BOHM et al., 2011).

Os herbicidas a base de glifosato sdo os mais comercializados mundialmente, com
cerca de 750 produtos comerciais diferentes, utilizados ndo s6 na agricultura, como em usos
urbanos e domeésticos (GUYTON et al., 2015). Esse status esta associado ao fato do glifosato
oferecer um amplo espectro de acdo (ANDRIGHETTI et al., 2014) aliada a baixa toxicidade
para mamiferos (DUKE; POWLES, 2008). Embora os dados comerciais apresentados para
produtos com base nesse agroquimico destaquem essas vantagens, ha algumas incertezas
relacionadas a extensdo dos efeitos toxicos para organismos animais.

Relatos na literatura indicam efeitos indesejaveis como inibicdo da atividade da ChE
(GLUSCZAK et al., 2006; MODESTO; MARTINEZ, 2010), danos oxidativos e interferéncia
no sistema de defesa antioxidante (CATTANI et al. 2014; SOBJAK et al., 2017; GALLEGOS
et al., 2018; SOBJAK et al. 2018; TEIXEIRA, et al., 2018; WILKENS et al., 2017),
disturbios neurodegenerativos (HERNANDEZ-PLATA et al.,, 2015; GALLEGOS et al.,
2018, NISHIYORI et al., 2014), disturbios reprodutivos (LOPES et al., 2012; CAVALLI et
al., 2013), embriotoxicos (ZEBRAL et al., 2017) e desregulacédo endocrina (ROMANO et al.,
2009; PIRES, 2013; DEFARGE et al. 2016; DRUART et al., 2017; WILKENS et al., 2017).

Alteracdes no estado de satde dos animais no ambiente aquatico podem estar associadas
com efeitos da exposicdo ao glifosato. A avaliacdo dessas interacdes toxicoldgicas torna-se
relevante para o desenvolvimento de metodologias e tecnologias que mantenham a
integridade de areas destinadas a reproducéo de peixes e producédo de alevinos. Diante dessas
suposicdes o foco do trabalho se estrutura na avaliagdo dos marcadores fisiologicos para
deteccdo dos efeitos neurotdxicos, dano oxidativo, defesa antioxidante e alteracdo do
metabolismo de aminoacidos em parentais da espécie P. reticulata submetidos & exposicéo

por glifosato.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Identificar alteracbes na salde de peixes da espécie P. reticulata ap0s exposicao

crénica por glifosato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I) Estudar o efeito da exposicdo por glifosato em peixes da espécie P. reticulata utilizando
marcador de estresse oxidativo (dano celular - peroxidacdo lipidica - LPO) e enzima da defesa
antioxidante (glutationa s transferase - GST);

I1) Estudar o efeito da exposicdo por glifosato em peixes da espécie P. reticulata utilizando
marcador enzimatico da biotransformacéo de xenobidticos e neurotoxica (colinesterase);

I11) Estudar o efeito da exposicdo por glifosato em peixes da espécie P. reticulata utilizando
marcador do metabolismo de aminoéacidos (glutamato desidrogenase — GLDH);

IV) ldentificar o percentual de mortalidade dos individuos apds exposi¢do crbnica por

glifosato;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 INTERACOES DOS PESTICIDAS COM O ECOSSISTEMA AQUATICO

O uso de pesticidas estd relacionado a protecdo da produgdo de alimentos,
constantemente atacados por pragas agricolas (FLORES et al., 2004, MORLEY, 2019)
evitando a acdo danosa e nociva através da aplicacdo de compostos desfolhantes, dessecantes
ou inibidores de crescimento (BRASIL, 1989). Inimeros efeitos negativos ao equilibrio
ambiental e a salde animal e humana sdo descritos para diferentes compostos quimicos
usados na agricultura e pecuéria (SINGH; WALKER, 2006). O Brasil se destaca como um
dos maiores consumidores desses compostos no mundo, por ser uma das grandes poténcias de
commodities agricolas (REBELO et al., 2010; VASCONCELOS 2018). Importante frisar que
os agrossistemas estdo de alguma forma associados aos corpos d’agua cuja finalidades podem
estar relacionadas a dessendentacdo animal, irrigacdo, protecdo de espécies vegetais e
animais, aquicultura e recreacdo. Usualmente os produtos quimicos da agricultura tem como
destino final os sistemas aquaticos gerando reacdes em cadeia, que alteram a integridade
ecoldgica destes ambientes (SANTIAGO-MOREIRA et al., 2013). Os pesticidas podem ser
inseridos de maneira direta em sistemas aquicolas quando sdo empregados no controle de
agentes patogénicos (TAVECHIO et al., 2009), de ervas daninhas em tanques de piscicultura
(VICK, 2010), ou ainda de forma indireta por escoamento superficial a partir da drenagem de
areas agricolas (RESENDE, 2002)

O herbicida ROUNDUP® WG possui em sua composi¢do 792,5 g/kg de Sal de
Amonio de N-(phosphonomethyl) glycine (Glifosato), 720,0 g/kg equivalente &cido de N-
(phosphonomethyl) glycine (Glifosato) e 207, 5 g/kg de outros ingredientes. Sua classificacdo
toxicoldgica é de categoria V, em que € caracterizado por ser um produto improvavel de
causar dano agudo, e quanto ao perigo ambiental é de classe Ill, sendo um produto perigoso
ao meio ambiente (MONSANTO, 2010). De acordo com a portaria brasileira de potabilidade
de &gua é admitido 500ug/L de glifosato na agua para 0 consumo, para Unido Europeia é de
0,1pg/L e para o Japao 2000ug/L (OLIVEIRA et al., 2021).

3.2 BIOLOGIA DA ESPECIE Poecilia reticulata

A espécie Poecilia reticulata, também conhecido como lebiste/guppy, compde a familia
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Poeciliidae, nativo de riachos de &gua doce tropical, lagos e aguas salobras e pantanos de
Trinidad, Venezuela, Guiana, Barbados e Nordeste do Brasil (MAGURRAN et al., 1995;
HILBIG e MAKRAKIS, 2009). A espécie apresenta fertilizacdo interna, desenvolvimento
viviparo, com nascimento de individuos ja em fase juvenil, com desenvolvimento
embrionario de aproximadamente 20 dias (WOURMS, 1981). Existe ainda dimorfismos
sexual na espécie, onde os machos sdo menores e apresentam padrdo de coloracdo mais
desenvolvido (SHADDOCK, 2008). A alimentacdo de membros da familia Poeciliidae é de
larvas de insetos, especialmente dipteros (BRITSKI et al., 2007 apud. NUNES, 2012).

Em condi¢cbes de laboratorio, os lebistes possuem boa manutencdo, reproducéo e
resisténcia (ANDRADE et al, 2005 apud. MONTEIRO, 2016). Demonstrando boa
versatilidade para seu uso em pesquisas.

O fenotipo sexual da espécie P. reticulata pode ser determinado através da
visualizacdo de suas caracteristicas, sendo que as fémeas apresentam-se mais arredondadas,
com tamanho superior ao do macho, geralmente apresentando coloracdo cinza/castanho. Ja os
machos sdo menores, apresentam nadadeira caudal bifurcada, sdo mais coloridos e possuem a

nadadeira anal diferenciada na forma de gonopaodio, utilizado para a reproducao.

3.3 COMPLEXO ENZIMATICO ASSOCIADO A TOXICIDADE

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas com elevado grau de
instabilidade, altamente reativas, contendo elétrons desemparelhados (radicais livres) ou ndo
(ndo radicais) (GUTTERIDGE, HALLIWELL, 2000). Em condi¢des normais, no
metabolismo aerdbico, ROS sdo produzidas pelas células, gerando como principais
intermediarios o radical superoxido (O2"), o radical hidroxila (-.OH) e peroxido de hidrogénio
(H20>), todos altamente reativos e com possibilidade de causar dano celular devido ao
potencial de reacdo com proteinas, lipideos de membranas e acidos nucleicos (HERMES-
LIMA, 2004). O estresse oxidativo € estabelecido quando h& desequilibrio entre a formacgéo e
a remocao das especies reativas, decorrente do aumento da geracao de espécies oxidantes ou
da diminuicdo dos antioxidantes enddgenos, gerando um estado pré-oxidante que favorece a
ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares (GUTTERIDGE,
1993, GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2000). A condicdo de estresse oxidativo pode ser

atingida quando o organismo é submetido ao contato com pesticidas, e 0s niveis de dano
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celular podem ser avaliados com o uso de marcadores como o Lipoperoxidagdo-LPO
(LUSHCHAK et al., 2009).

O sistema de defesa antioxidante esta presente em todos os organismos (HERMES-
LIMA, 2004) e reine um conjunto de enzimas que operam numa transformacéo, oxidacao e
reducdo do perdxido de hidrogénio. A superdxido dismutase atua na dismutacdo do
superoxido a H20. (CROUCH et al., 1981), enquanto a catalase neutraliza o H2O2 formando
H20 (AEBI, 1984). Ja o conjunto de enzimas glutationa atuam de formas diferentes em
reacOes de reducdo e oxidacdo. Assim a glutationa peroxidase promove a a¢do de reducgédo do
H:0: e oxida¢do da GSH gerando H20, O: e glutationa oxidada (GSSG) (WENDEL, 1981).
Por outro lado, a glutationa redutase reduz a GSSG novamente a GSH repondo os niveis de
glutationa com capacidade antioxidante (SIES et al., 1979). Em outro tipo de reacdo, a
glutationa S transferase- GST forma conjugados de uma série de substratos enddgenos e
exogenos com a GSH (KEEN et al.,, 1976). A GSH é importante molécula da defesa
antioxidante por participar das reagfes com enzimas antioxidantes e detoxificantes, mas
também por atuar ligando-se, de forma espontanea a ROS, na protecdo de grupos sulfidrilas
de proteinas e na transducéo de sinal (LUSHCHAK, BAGNYUKOVA, 2006).

O estresse oxidativo é caracterizado quando o sistema de defesa antioxidante néo
consegue suprir os compostos oxidantes que sdo gerados no organismo do individuo, o qual
seria responsavel por diminuir danos advindos de espécies reativas de oxigénio, radicalares e
ndo radicais livres (BARBOSA et al., 2010), esse estresse pode ser ocasionados por exposicao
a herbicidas (MODESTO; MARTINEZ, 2009 apud. AHMAD et al., 2004).

Inducdo de estresse oxidativo e respostas antioxidantes foram identificadas em
inimeros ensaios de contaminacdo de peixes com glifosato. Disturbios do sistema
antioxidantes foram descritos em espécies Prochilodus lineatus (LANGIANO e MARTINEZ,
2008), Anabas testudineus e Heteropneustes fossilis, (PALAS et al., 2014), P. lineatus
(MODESTO, 2009), Astyanax sp (ROSSI, 2007), Rhamdia quelen (FERREIRA, 2010),
Piaractus mesopotamicus (SHIOGIRI, 2011), Rhamdia quelen SOBJAK, 2017).

A atividade da acetilcolinesterase esta relacionada a quebra do neurotransmissor
acetilcolina em acetato e colina, atuando na transmissédo do sinal nervoso. Colinesterases,
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE) séo reconhecidas pela sua acgéo
detoxificante, ligando ou hidrolisando compostos xenobioticos como o0s organofosforados
(RADIC et al, 2013). Em adicdo a butirilcolinesterase também atua na prote¢do contra a
contaminagdo por organofosoforados (KLAASSEN; WATKINS I11l, 2012). QOutras funcoes

ndo classicas da AChE, distintas da sua capacidade hidrolitica foram identificadas, no papel
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de formacdo de neurite, na adesdo celular, formacdo de sinapses, atividade autdcrina,
ativacdo de neurbnios dopaminérgicos, reunido de fibras amiloides, hematopoiese e
trombopoiese (SOREQ; SEIDMAN, 2001).

Os aminoacidos sdo importantes substratos para produzir energia em peixes, 0s quais
sdo oriundos da dieta ou da quebra de proteinas dos tecidos (BEVER et al. 1981; JIA et al.
2017; YANG et al. 2020 apud. RESENDE, 2021). A Glutamato Desidrogenase é uma enzima
mitocondrial, importante no metabolismo de aminoacidos e na desintoxicacdo de amonia,
podendo ser encontrada principalmente no figado, mas também em outros 6rgaos, integrando
0s tecidos renais e nervosos. A presenca dessa enzima na circulagdo é capaz de indicar
necrose celular, pode se aumentar a atividade plasmatica da GLDH quando h& danos no
figado decorrentes de substancias quimicas com envolvimento de danos mitocondriais
(GOMES, 2014). Sendo essa enzima responsavel por interligar o metabolismo dos hidratos de
carbono com o de proteinas. Podendo resultar na oxida¢ao do glutamato a a-cetoglutarato e

amonio ou a sintese de glutamato dependendo do tecido que se encontra (PINTO, 2019).

3.4 BIOENSAIOS

Os ensaios cronicos sdo aqueles em que os organismos sao observados por um periodo
de tempo maior, acompanhando grande parte da vida dos organismos ap0s exposicdo a
determinadas substancias. Os efeitos causados por exposicdes cronicas podem perdurar por
longo tempo. Esse teste se diferencia de ensaios agudos, pois em testes agudos os efeitos
ocasionados sdo determinados em um periodo de tempo menor, de até 14 dias, sob apenas
uma dose de substancia testada ou varias doses em um periodo de 24 horas (DUFFUS, 1993).

Em ambientes aquaticos é comum a exposi¢do de organismos a diferentes substancias
quimicas, as quais ndo levam a letalidade, mas que em periodos extensos podem levar a
disturbios na fisiologia ou comportamento desses organismos (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2006 apud. ARENZON et al., 2013). Assim, os efeitos dessas substancias podem ser
identificados em ensaios cronicos (ARENZON et al., 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

A metodologia aplicada nesse experimento de peixes da espéecie P. reticulata
submetidos & exposicdo por ROUNDUP® WG foi aprovada pela CEUA-Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal da Fronteira Sul, protocolo CEUA N°
7233310720 e as analises bioquimicas foram desenvolvidas de acordo com o protocolo
utilizado no laboratério de bioquimica da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus

Laranjeiras do Sul.

4.1 CULTIVO E ENSAIOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Experimentacdo Animal da
Universidade Federal da Fronteira Sul - Campus Laranjeiras do Sul. Os ensaios do
experimento consistiram em duas fases para analise de peixes da espécie P. reticulata
submetidos a exposicdo por glifosato (produto comercial: ROUNDUP® WG), durante
periodo de crescimento e desenvolvimento gonadal e reprodutivo, sendo os animais utilizados
no ensaio, descendentes de animais obtidos em estabelecimento comercial.

A primeira fase do experimento consta de ensaio de exposi¢do de machos e fémeas de
P. reticulata com glifosato durante a fase de maturacdo gonadal e reproducdo. A fase de
exposicdo dos parentais com glifosato teve duracdo de 46 dias, onde os animais foram
expostos ao glifosato, em concentracdo de 7 mg/L, que corresponde aproximadamente a 10 %
da CL50 por 96 horas de 70,55 mg/L estimada para a espécie por Pires (2013). Os animais
foram separados em 4 aquérios de 5 L (11 animais por aquario), sendo 2 aquarios controles e
2 aquérios com glifosato. Os animais foram mantidos em temperatura em torno de 27 e 28 °C
com um aquecedor com termostato em cada aquario, oxigenacdo constante, pH e aménia
monitorados semanalmente, foram alimentados diariamente com ragdo comercial e realizado a
troca de 30% da agua dos aquarios contendo a mesma concentracdo de glifosato
semanalmente.

Os animais foram monitorados diariamente para identificagdo e registros de
mortalidade, sendo os individuos em ébito retirados do aquéario. Devido a alta mortalidade na
primeira fase do experimento, novas buscas na literatura foram realizadas para iniciar a
segunda fase, relatos de Rocha (2015) foram acessados, indicando a CL50, 96 horas, estimada
em 3.6 £ 0.4 mg.L—1 de glifosato (produto comercial ROUNDUP® WG) para P. reticulata,
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assim, foi reduzida para 1,5 mg/L. A partir da readequagdo da concentracdo teste, o
experimento foi realizado com 4 aquérios de 5 L, com 7 animais por aquério, sendo 2
aquarios contaminados e 2 aquarios controles, com animais na fase de maturacdo gonadal,

seguindo a manutencdo dos animais e ambiente da fase anterior, mas com duracéo de 82 dias.

4.2 ANALISES BIOQUIMICAS

As analises bioguimicas foram executadas no laboratorio de Bioquimica/Genética da
Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Laranjeiras do Sul. Apds os 82 dias de
experimentos, 0s 19 individuos sobreviventes que apresentavam o fenotipo sexual definido
foram analisados, sendo 7 animais expostos ao glifosato e 12 animais controle. Os animais
foram anestesiados e sacrificados para extracdo dos oOrgdos (figado, intestino, branquias,
masculo, rim e gbnoda), através da técnica de aprofundamento da anestesia sob absorcdo
branquial com benzocaina (100 mg/L). Os 6rgaos foram extraidos com auxilio de pincgas
anatdmicas e tesouras cirargicas, separados em microtubos de centrifugacao (tipo eppendorf)
para cada animal. Esses foram entdo homogeneizados em tampédo fosfato 7,2 em gelo e
centrifugados em 11.000 xg, a 4 °C para realizacdo de analises de atividade das enzimas
colinesterase (ELLMAN et al., 1961), glutamato desidrogenase (GLDH) (CIARDIELLO et
al., 2000) e Glutationa S transferase - GST (HABING et al., 1974) e marcador de estresse
oxidativo (dano celular - peroxidacéo lipidica - LPO). As enzimas alocadas em microplacas
foram avaliadas por leitura espectrofotométrica. O método de Bradford (1976) foi usado para
estimativa da concentracdo de proteinas e padronizacdo da expressdo dos resultados

bioquimicos

4.2.1 Método de Bradford (BRADFORD, 1976)

Método utilizado para determinar a quantidade de proteina nos ¢rgdos (figado,
intestino, branquias, muasculo, rim e génodas) dos parentais de P. reticulata desse estudo. O
método consiste em vincular o reagente Azul Brilhante de Coomassie G-250 com a proteina
da amostra, ao se ligarem, corante e proteina, a coloracdo vermelho-castanha é convertida
para azul. Esta ligacdo possui grande sensibilidade para determinacdo de proteina e as leituras
sdo realizadas com espectrofotometro a 595 nm (BRADFORD, 1976). A determinacdo da
proteina pelo método de Bradford requer o preparo da curva padrdo de albumina, sendo

utilizados microtubos (tipo eppendorf) para diluicdo da solucdo com agua destilada,
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garantindo uma concentracdo de albumina de 0; 0,02; 0,05; 0,12; 0,25; 0,5; 0,75 mg/dl para
curva padrdo. Em microplacas de 96 pocos foram pipetadas em triplicata 10 pL das amostras
homogeneizadas, 10 pL da solucdo de homogeneizacdo (branco), 10 pL da curva padréo de
albumina e em todos os pocgos 250 UL de reativo de Bradford. Mantendo a placa protegida da
luz com papel aluminio por 5 minutos para posteriormente medir absorbancia a 595 nm no

espectrofotdmetro. A expressdo dos resultado foi realizada em mg de proteina.mL™.

4.2.2 Marcador de Dano- LPO- Peroxidacao lipidica (TBARS)

A determinacdo da peroxidacdo lipidica (estresse oxidativo em 6rgdos/tecidos) foi
avaliada através do Método TBARS, caracterizado pela reacdo de molondialdeido (MDA) e
acido 2- tiobarbiturico (TBA). O procedimento consistiu em pipetar em duplicata 40 pL do
sobrenadante da amostra de 6rgdos homogeneizados, 40 pL de H20mq (branco), 40 pL de
diferentes concentraces de MDA para preparacdo de curva padrdo de MDA, 10 pL de BHT
em todos 0s pog¢os da microplaca com micropipeta multicanal, 140 pL de tampéo PBS, 50 pL
de TCA 50% com multicanal e pipetar 75 uL de TBA 1,3% em NaOH 0,3% com micropipeta
multicanal. A microplaca permaneceu em banho maria por 1 hora a 60°C. E apds resfriar a
placa, foi medido absorbancia no espectrofotometro a 535 nm, com resultados expressos em
umol MDA. mg de proteina ** (FEDERICI; SHAW; HANDY, 2007).

4.2.3 Defesa antioxidante- Glutationa S Transferase — GST

Através do Método de Habing et al. (1974) foi determinado a atividade da enzima de
defesa antioxidante Glutationa S Transferase (GST). Em microplacas de 96 pocos foi pipetado
10 pL das amostras homogeneizados em duplicata, 20 puL de tampdo fosfato de potassio
(branco) pH 6,5, com pipeta multicanal foi pipetado 180 pL do sistema de reacdo. Logo em
seguida medida a absorbancia a 340 nm no espectrofotdbmetro durante 5 minutos, com
intervalos de 30 segundos. O sistema de reagdo (125 pogos) é caracterizado por conter tampé&o
fosfato de potassio pH 6,5 com 100 mM, GSH 1,5 mM , CDNB em etanol 2 mM, sendo 0s
resultados expressos em pmoles de tio éter formado .mint.mg de proteina = U.mg de

proteina L.
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4.2.4 Marcador enzimatico da biotransformacado de xenobioticos e neurotéxica:
Acetilcolinesterase

A andlise foi desenvolvida de acordo com o método colorimétrico de Ellman et al.
(1961). O procedimento consistiu primeiramente em normalizar a proteina das amostras dos
Orgdos através da diluicdo em tampdo fosfato de potéssio 0,1, pH 7,5. Em microplaca de 96
pocos foram pipetadas em duplicata 20 pL do tampédo (branco), também 20 uL do
sobrenadante da amostra, 130 pL de solugio de DTNB (Acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico) e
imediatamente foi pipetado com multicanal 50 pl de iodeto de acetilcolina. A leitura foi
realizada em espectrofotometro de microplaca com absorbéncia de 405 nm. Os resultados
foram expressos em pmoles de 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina.minuto * .mg de proteina

1 =U. mg de proteina 2.

4.2.5 Marcador de metabolismo de aminoacidos: Glutamato Desidrogenase (GLDH)

A analise desenvolvida nesse estudo esta de acordo com Bidigare et al. (1981) e
Ciardiello et al. (2000). A GLDH é caracterizada por ser uma enzima presente nas
mitocOndrias e importante na sintese de amodnia. Sua atividade é cinética por meio da
formagdo de NADH ou NADPH, com conversdo de glutamato em a-cetoglutarato, com
aumento de absorbancia em 340 nm. O procedimento consistiu em pipetar 10 uL da amostra
do sobrenadante em duplicata, pipetar 15 uL de tampdo Tris-HCI 50 mM (branco) e 65 pL do
sistema de reacdo com micropipeta multicanal. A absorbancia foi de 340 nm, durante 8
minutos com intervalos de 30 segundos. O sistema de reacdo foi constituido por Tampao Tris-
HCI pH 7,4 100 mM, ; NADP2 mM,; ADP 0,08 mM,; L-Glutamato 40 mM. Os resultados
foram expressos em pmoles de NAD+ reduzido x min . mg de proteina * = U.mg de

proteina .

4.3 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados bioguimicos de figados e musculos de P. reticulata foram expressos
com as médias e barras de desvio padréo, sendo esses submetidos aos testes de normalidade e
homocedasticidade para aplicagdo ou ndo de estatistica paramétrica. Na auséncia de
atendimento desses pressupostos tedricos foi estabelecido o uso do teste de Kruskal-Wallis,

(1952) para analise ndo paramétrica. Desse modo, a avaliagéo de diferencas significativas dos
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resultados para LPO, GST, GLDH foi efetuada com a ANOVA e da colinesterase com o teste
de Kruskal-Wallis (1952).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo dos ensaios houve um bom controle das variaveis fisicas e quimicas
da &gua, de forma que nos aquarios foram mantidos niveis considerados normais para padrdes
estabelecidos em agua doce. Os resultados expressos em média e desvio padrdo demostraram
uma variacdo do pH de 7.40 + 0.198, e de ambnia de 0.003 mg/L £ 0.001 mg/L para a 4gua
dos animais em teste, e pH 7.77 + 0.204481, amonia de 0.006 mg/L + 0.003281 mg/L para a
agua do aquério controle. Do mesmo modo o0s niveis de aeracdo promoveram uma boa
disponibilidade de oxigénio dissolvido e a temperatura se manteve estavel em todo o periodo,
com variagéo de 27,7°C £ 0,61.

Em ambas as fases do experimento foram observadas mortalidades de animais,
contudo, na primeira fase a contaminacdo com 7 mg/L (produto comercial ROUNDUP® WG)
foi suficiente para causar o decréscimo da sobrevivéncia aos 12 dias e a mortalidade de 90%
dos individuos em 46 dias. Esse evento inviabilizou a realiza¢do de andlises bioquimicas para
identificar vias metabolicas e 6rgaos que pudessem estar associados com esse resultado.

ROCHA et al., (2015) indicam que a CL50 de 96 horas para P. reticulata contaminado
com Roundup foi estimada em 3.6 + 0.4 mg GLI L—1. PIRES, (2013) traz a CL50 por 96
horas de 70, 55 mg/L estimada para fémeas de P. reticulata. ANTUNES, et al. 2017, com
CL50 de 96 horas de 70,87 mg I-1 de glifosato para fémeas da espécie. Ensaios por SOBJAK
et al, (2017) sobre o desenvolvimento embrionario em Rhamdia quelen, foram elaborados
com valores de 6,5 mg.L?, e a concentragdo de 25 mg/L de glifosato foi recomendada pelo
Programa de Pesticidas da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), para
ensaios crénicos em peixes. Os resultados encontrados, assim como os relatos da literatura,
demonstram que ha grande variacdo do efeito tdxico de contaminacdo por glifosato em
peixes. Aparentemente estas variacOes de efeitos podem estar relacionados a diferencas de
resisténcia das espécies estudadas, ou ainda da idade dos individuos, porém, outra suposicao e
que os efeitos provocados nas espécies estdo associados ao uso de diferentes produtos
comerciais a base glifosato e ndo especificamente ao principio ativo glifosato.

Na segunda fase do experimento optou-se pela reducdo de glifosato para 1,5 mg/L
(produto comercial ROUNDUP® WG), foi possivel identificar mortalidade dos animais a
partir do vigésimo oitavo dia, mas com uma taxa de sobrevivéncia maior ao longo do tempo,
com 67,86% de sobrevivéncia em 82 dias de ensaio. Os marcadores bioquimicos foram

usados nesse momento para compreender a taxa de mortalidade da espécie em resposta a
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concentracdo de glifosato, e suas possiveis interferéncias nas vias de metabolismo de
aminoacidos (marcador GLDH), defesa antioxidante (marcador GST), estresse oxidativo
(marcador LPO) ou efeitos neurotdxicos (marcador colinesterase) em figado e musculo dos
animais.

O glifosato € identificado como agente que altera a fisiologia e comportamento
animal, hé& registros na literatura que apresentam alteracdo na locomog¢do, comportamento e
morfologia dos animais (BRIDI, 2017), efeitos citotoxicos (TUREK et al., 2017), inibicdo da
atividade da ChE (GLUSCZAK et al., 2006; MODESTO AND MARTINEZ, 2010), danos
oxidativos e interferéncia no sistema de defesa antioxidante (CATTANI et al. 2014; SOBJAK
et al., 2017; GALLEGOS et al., 2018; SOBJAK et al. 2018; TEIXEIRA, et al., 2018;
WILKENS et al., 2017), distarbios neurodegenerativos (HERNANDEZ-PLATA et al., 2015;
GALLEGOS et al., 2018, NISHIYORI et al., 2014), distarbios reprodutivos (LOPES et al.,
2014; CAVALLI et al., 2013), embriotdxicos (ZEBRAL et al., 2018), desregulacao enddcrina
(ROMANO et al., 2009; PIRES, 2013; DEFARGE et al., 2016; DRUART et al., 2017
WILKENS et al., 2017).

Algumas limitacGes podem ser observadas com relacdo ao uso de peixes de tamanho
pequeno como a espécie P. reticulata. Embora possa se fazer ensaios com volumes reduzidos
de contaminantes em laboratério, ha simultaneamente uma reducdo da quantidade de amostra
para analise em funcdo das maiores taxas de mortalidade ao longo do ensaio. Outro detalhe €
que a variacdo dos dados é tdo grande, que os resultados de desvio padrdo para respostas
bioquimicas podem se aproximar dos valores de média, inviabilizando o uso de testes

paramétricos.

5.1 MARCADOR DE DANO- LIPOPEROXIDACAO (LPO)

Espécies reativas de oxigénio ao se conectarem com lipidios de membranas podem
causar danos significativos, como a desestruturacdo da configuragdo membranar, resultando
na morte das células (NELSON; COX, 2014). O figado é o drgdo responsavel pela
desintoxicacdo dos animais, diante disso, as concentragdes de EROs e componentes
antioxidantes sdo parametros importantes para indicar situacfes de estresse (SANCHEZ,
2015). Assim a insuficiéncia de vias antioxidantes pode levar a ocorréncia de peroxidagdo
lipidica (MODESTO; MARTINEZ, 2009), e por isso a LPO € frequentemente usada como
marcador de estresse oxidativo (LUSHCHAK et al., 2009).



25

Os dados encontrados no Gréfico 1 e Grafico 2 demonstram que ndo foi possivel
identificar alteraces de LPO em figado e musculo de P. reticulata submetidos ao tratamento
com glifosato e controle nesse estudo. Em contraposicdo Modesto e Martinez (2009)
perceberam respostas de liperoxidacdo no figado caracterizados pelo aumento de MDA em
peixes da espécie Prochilodus lineatus, quando esses foram submetidos a exposi¢do de 10
mg.L? de Roundup®, registrando aumento de LPO apds 24 e 96 horas nos individuos. Por
outro lado Gluczak et al. (2009) identificaram aumento de MDA nos musculos da espécie de
peixe Rhamdia quelen expostos a concentracio de Roundup® de 0,2 e 0,4 mg.L™* por 96
horas. Dados de Harayashiki et al. (2013) evidenciaram que a reducdo de LPO em figado de
peixes machos de P. vivipara ocorreram a exposicdo de de 0,70 mg.L * de Roundup®, nio
havendo efeito algum nas branquias e musculos. Nesse estudo ndo foram observados
respostas significativas da concentracdo de LPO tecidual em fémeas, nos animais

contaminados e expostos ao Roundup®.

Gréafico 1 — Niveis de LPO em figado de P. reticulata expostos a 1,5 mg/L de
ROUNDUP® WG durante 82 dias
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Grafico 2 — Niveis de LPO em mdsculo de P. reticulata expostos a 1,5 mg/L de
ROUNDUP® WG durante 82 dias
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5.2 ACETILCOLINESTERASE

A acetilcolinesterase é caracterizada por ser uma enzima importante na transmissédo do
impulso nervoso (MOTA, 2012). A indugdo ou inibigdo da colinesterase pode influenciar no
processo de neurotransmissdo colinérgica e promover efeitos de letargia ou nado erratico
(MIRON et al., 2005), e quando altos niveis de inibicdo sdo estabelecidos a paralisia pode
causar a morte do animal (CATTANEO et al., 2011).

Em peixes, a acdo do glifosato sobre a atividade da AChE ainda é controversa. No
presente estudo ndo houve alteragdes em figado (grafico 3) e muasculo (gréafico 4) dos
parentais de P. reticulata submetidos ao glifosato e ao controle. Entretanto, em outras
espécies a inibicdo da AChE foi observada em musculo (SANCHEZ, 2015) e em Cnesterodon
decemmaculatus houve reducio da atividade em homogetato do corpo animal (MENENDEZ-
HELMAN et al., 2012), porém uma auséncia de interferéncia em tecido muscular e uma
reducdo, dependente da concentracdo em tecido nervoso foi observada em animais da espécie
Leporinus obtusidens (GLUSCZAK et al., 2006). Outros estudos demonstraram que a AChE
ndo sofre interferéncia do glifosato, Danio rerio (LOPES; ROSA 2012), ou ainda induz
aumento de atividade, como em Anabas testudineus e Heteropneustes fossilis (PALAS et al.,
2014) e em masculo de Leporinus obtusidens (SALBEGO et al., 2016). Em embrides de

Rhamdia quelen submetidos ao glifosato foi observado auséncia de interferéncia em 6 horas,
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indugdo da atividade da acetilcolinesterase em 12 horas e inibicdo em 24 horas de
contaminacdo (SOBJAK et al., 2017).

Grafico 3 — Atividade da Colinesterase em figado de P. reticulata expostos a 1,5 mg/L de
ROUNDUP® WG durante 82 dias
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Fonte: Santos, 2022.

Grafico 4 — Atividade da Colinesterase em musculo de P. reticulata expostos a 1,5 mg/L de
ROUNDUP® WG durante 82 dias
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5.3 GLUTATIONA S TRANSFERASE — GST
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A Glutationa S-Transferase compde uma familia de enzimas multifuncionais (HUBER
et al., 2008), sendo capaz de catalisar a conjugacdo de compostos exdgenos com Glutationa
Reduzida (GSH) (OLIVEIRA, 2012) e remover eletrofilos reativos para proteger proteinas e
acidos nucleicos dos organismos (NUNES et al., 2006 apud. FERREIRA et al., 2010). Desse
modo pode ser utilizada como um eficiente marcador fisiologico, especialmente em exposicéo
a elementos contaminantes.

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram a ndo alteracdo da atividade da GST
na exposicdo de P. reticulata a 1,5mg/L de ROUNDUP® WG em figado (grafico 5) e
musculo (gréfico 6) em um periodo de 82 dias. Modesto; Martinez (2010) trazem estudos que
abordam o aumento da atividade da GST ap6s 24 e 96 horas dos peixes na espécie
Prochilodus lineatus expostos a Roundup®. Ja Luschchak et al. (2009) trazem em seus
estudos a diminuicdo de 29-34% da atividade da GST em figado de Carassius auratus L. apds
96 horas de contaminacio por Roundup ® em concentragdes de 2,5-20 mg L. Harayashiki et
al., (2013) apresenta em seus estudos nenhum efeito significativo na atividade de GST em
musculo, branquias e figado de machos e fémeas da espécie Poecilia vivipara expostos a
Roundup. Além disso, nos estudos de Menezes et al.,, (2011) essa enzima se encontrou

reduzida em Rhamdia quelen.

Grafico 5 — Atividade da GST em figado de P. reticulata expostos a 1,5 mg/L de
ROUNDUP® WG durante 82 dias
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Grafico 6 — Atividade da GST em musculo de P. reticulata expostos a 1,5 mg/L de
ROUNDUP® WG durante 82 dias
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54 GLUTAMATO DESIDROGENASE —-GLDH

Levando em consideracdo que o figado é um érgdo muito importante no metabolismo
de aminoécidos nas células de animais (MELLO, 2011), muito sintomas de intoxicacao
podem ser percebidos através da reducdo ou aumento de alguns compostos teciduais. A
GLDH, por exemplo, é uma enzima presente especialmente no figado dentro das
mitocondrias, mas pode ser encontrada em outros tecidos (GONZALEZ, 2000 apud.
BATISTA, 2016), que tem potencial de indicacdo de processo toxicoldgico.

Como apresentado no grafico 7 e grafico 8, nao foi possivel identificar alteracdes
nessa enzima na exposicao de P. reticulata a 1,5mg/L de ROUNDUP® WG em um periodo
de 82 dias. N&o sendo encontrado na literatura resultados acerca do presente estudo em outras

espécies de peixes contaminados por glifosato.



Gréfico 7 — Atividade GLDH em figado de P. reticulata expostos a 1,5 mg/L de
ROUNDUP® WG durante 82 dias
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Gréfico 8 — Atividade GLDH em musculo de P. reticulata expostos a 1,5 mg/L de
ROUNDUP® WG durante 82 dias
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo traz a importancia de otimizar 0 manejo do agroecossistema de
forma a minimizar impactos ocasionados a especies do ambiente aquatico. Ao serem
registradas mortes de animais no primeiro e segundo ensaio de exposicdo dos animais ao
glifosato (ROUNDUP® WG), pode se identificar o potencial tdéxico do glifosato nas
concentragfes de 7 e 1,5 mg/L de glifosato para a espécie P. reticulata. Assim, foram
selecionados marcadores que pudessem identificar vias metabolicas e 6rgdos relacionados a
mortalidade nos ensaios.

A exposic¢do cronica por ROUNDUP® WG sob concentragdo de 1,5 mg/L em peixes
da espécie Poecilia reticulata ndo resultou em alteracGes nas atividades das enzimas de defesa
antioxidante (GST), biotransformacdo de xenobidticos e neurotdxica (colinesterase), de
marcadores do metabolismo de aminoacidos (GLDH) e também n&do houve interferéncia nas
vias metabolicas de estresse oxidativo (marcador LPO) no figado e mdsculo dos animais.

Os resultados das analises bioguimicas ndo foram capazes de elucidar quais as
interferéncias fisioldégicas que causaram a morte dos animais expostos ao herbicida a
glifosato. Entretanto, ap0s o periodo de ajuste comportamental de tolerancia pode haver uma
reorganizacdo metabdlica, induzindo resposta das enzimas e depois uma modificacdo tecidual
que pode se manifestar na estrutura celular, o que poderia ser averiguado através de estudos
histologicos dos 6rgédos para explicar o fenémeno de mortalidade.
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