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RESUMO

A agricultura vem trazendo diversos impactos ao meio ambiente da forma em que é
feita atualmente, onde a producao acarreta elevado uso de pesticidas, que possui
importante papel principalmente devido ao potencial téxico, auséncia de
mecanismos eficientes de degradagao, acumulo no organismo e transferéncia entre
as cadeias trdéficas. O cultivo continental do Camarao de agua doce Macrobrachium
rosenbergii, em areas permeadas por lavouras, levanta o questionamento quanto ao
efeito da exposicédo do glifosato nestes animais. Com isso, esse trabalho teve como
objetivo analisar o efeito da exposigao do glifosato sobre os parametros fisioldgicos
em pos-larvas de camardes de agua doce (M. rosenbergii) por meio de analise de
biomarcadores bioquimicos. Foram utilizadas pds-larvas de camardes de agua doce
M. rosenbergii, que passaram por aclimatagdo e expostos ao glifosato, em 1500
animais com peso médio de 0,024 g. O ensaio foi feito separando grupo
experimental exposto ao glifosato com 100 mg/L e grupo controle, sendo realizado
coletas dos animais para posteriores testes bioquimicos em 2, 6, 9, 12, 24, 48, 96
horas. Foram realizados testes para defesa antioxidante, metabolismo de
aminoacidos e efeitos neurotoxicos (colinesterases). No experimento foram
identificadas 41 mortes de animais nas 6 primeiras horas, além de comportamento
natatério irregular nas primeiras 12 horas no grupo exposto. Foi observado aumento
da atividade da colinesterase em 2, 6, 9 horas, e posteriormente em 48 horas houve
uma diminuicdo dessa atividade. Nao houve variagéo significativa na atividade da
CAT em todo o experimento. Em 6 horas de ensaio houve aumento da atividade da
GST e diminuicdo em 9 horas. Houve aumento da concentragao de GSH em 12, 24
e 48 horas apo6s exposicado. A concentracao de LPO aumentou em 96 horas apés o
inicio do experimento e da exposigao. AST apresentou indugdo em 6 horas, ja a ALT
apresentou o mesmo em 6, 48 e 96 horas apods inicio do experimento. E o GLDH
apresentou redugao da atividade em 9 horas, aumento em 48 horas e redugéo em
96 horas no grupo exposto. A exposicdo com glifosato causa efeitos letais,
alteragdes comportamentais e fisiologicas em M. rosenbergii apds exposi¢cao aguda.
As alteracbes fisiolégicas estdo relacionadas, entre outras, em interferéncias no

metabolismo de aminoacidos, colinesterases e na defesa antioxidante dos animais.

Palavras-chave: camaréo. pesticida. defesa antioxidante. marcador bioquimico.



ABSTRACT

Agriculture has been bringing several impacts to the environment in the way it is
currently done, where production entails high use of pesticides, which has an
important role mainly due to the toxic potential, lack of efficient mechanisms of
degradation, accumulation in the body and transference between the trophic chains.
The continental cultivation of the freshwater shrimp Macrobrachium rosenbergii, in
areas permeated by crops, raises the question as to the effect of glyphosate
exposure on these animals. Thus, this work aimed to analyze the effect of glyphosate
exposure on physiological parameters in post-larvae of freshwater shrimp (M.
rosenbergii) through the analysis of biochemical biomarkers. Freshwater shrimp M.
rosenbergii post-larvae, which underwent acclimatization and were exposed to
glyphosate, were used in 1500 animals with a mean weight of 0.024 g. The trial was
carried out separating the experimental group exposed to glyphosate with 100 mg/L
and the control group, and the animals were collected for subsequent biochemical
tests in 2, 6, 9, 12, 24, 48, 96 hours. Tests for antioxidant defense, amino acid
metabolism and neurotoxic effects (cholinesterases) were performed. In the
experiment, 41 animal deaths were identified within the first 6 hours, in addition to
irregular swimming behavior in the first 12 hours in the exposed group. An increase
in cholinesterase activity was observed at 2, 6, and 9 hours, and then a decrease in
cholinesterase activity at 48 hours. There was no significant variation in CAT activity
throughout the experiment. In 6 hours of the experiment there was an increase in
GST activity and a decrease in 9 hours. There was an increase in GSH concentration
at 12, 24 and 48 hours after exposure. The concentration of LPO increased at 96
hours after the beginning of the experiment and exposure. AST showed induction in
6 hours, ALT showed the same in 6, 48 and 96 hours after the beginning of the
experiment. GLDH showed decreased activity at 9 hours, increased at 48 hours, and
decreased at 96 hours in the exposed group. The glyphosate exposure causes lethal
effects, behavioral and physiological changes in M. rosenbergii after acute exposure.
The physiological changes are related, among others, to interferences in amino acid

metabolism, cholinesterases and in the antioxidant defense of the animals.

Keywords: shrimp. pesticides. antioxidant defense. biochemical marker.
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1 INTRODUGAO

O Brasil conta com uma vasta area de produgéo agropecuaria, sendo um dos
paises que mais exportam produtos desta categoria, e de fato essa atividade possui
grande papel sobre a economia. No entanto, tal produc&o acarreta elevado uso de
defensivos agricolas, colocando o Brasil como o maior consumidor do mundo, em
relacdo a esse insumo. Além disso, agroquimicos muitas vezes sao aplicados de
forma irracional e sem controle dos o6rgdaos competentes, acarretando
contaminagdes das matrizes ambientais como o solo, as aguas superficiais, o ar, a
chuva, os alimentos, e consequentemente os seres humanos sao afetados nessa
cadeia (PIGNATI et al., 2017).

A agricultura vem trazendo diversos impactos ao meio ambiente da forma em
que é feita atualmente, o uso intensivo dos solos junto ao uso desenfreado de
insumos quimicos potencializa desequilibrios no ecossistema neste modelo
insustentavel de exploragédo da terra. Os agroquimicos tém importante papel neste
contexto, principalmente devido ao potencial toxico, auséncia de mecanismos
eficientes de degradagao, acumulo no organismo e transferéncia entre as cadeias
troficas (JARDIM et al., 2009).

Na agricultura, o uso de pesticidas vem sendo intensificado ha muito tempo.
Ha relatos de uso a partir de 1700 com o arsénio para controlar insetos em jardins,
mas somente a partir do séc. XX com a criagao do DDT (diclorodifeniltricloroetano) a
era dos agroquimicos deu seu grande passo em direcao a situacao atual (TAVELLA
etal., 2011).

Sao considerados agrotdxicos todas as substancias quimicas utilizadas no
controle de pragas e doencgas, no ambito da agricultura. O glifosato, que se encontra
no grupo dos herbicidas, € um composto orgéanico sintético com solubilidade em
agua (SOARES et al., 2017), identificado como uma possivel solugdo para combater
e controlar plantas daninhas consideradas como fatores de baixa produtividade das
culturas implantadas.

Na atividade aquicola, o cultivo dos camardes vem crescendo muito no
mundo, sendo altamente rentavel, mostrando-se um dos ramos da aquicultura que

mais cresce. Geralmente sédo criados por pequenos agricultores e sdo entregues no
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mercado regional (VALENTI, 2002). O M. rosenbergii € a espécie mais utilizada em
projetos de cultivo de camardes de agua doce, além de ter sido reconhecida como
uma forma de produzir crustaceos com baixo impacto ambiental (NEW et al., 2000).
O cultivo de M. rosenbergii vem sendo testado e implementado na regido
centro sul do Parana, pois tem um potencial enorme em se tornar uma boa fonte de
renda para os pequenos produtores da regido, que sempre inovam e buscam fontes
de renda diversificadas. Considerando que o cultivo de camaréo e ndo somente ele,
estdo se desenvolvendo em areas permeadas por lavouras com uso de herbicidas,
identifica-se a importancia do estudo das alteragdes fisiologicos e comportamentais

desses animais frente a contaminagao com pesticidas em ambiente aquatico.

2 JUSTIFICATIVA

Os pesticidas possuem importantes fungcées nos sistemas de cultivos
convencionais, porém a sua movimentacao, potencializado pela forma de aplicagao,
podendo ser carregados pelos ventos ou lixiviados, com frequéncia leva estes
compostos aos ecossistemas aquaticos gerando contaminag¢des que podem causar
mortalidade dos organismos vivos nesse ambiente (AMERICO et al., 2015). A
agricultura é apenas uma das fontes nao-pontuais de poluicdo, porém € indicada
como a maior contribuinte de todas as categorias de poluentes (TOMITA; BEYRUTH,
2002).

Segundo Souza (2014), o glifosato possui a caracteristica de ser
hidrossoluvel, sendo assim facilmente carregado pela agua em chuvas fortes
chegando até os corpos d'agua. A facil dispersdo, acompanhada de lixiviagao, torna
o glifosato um composto de dificil rastreabilidade, quanto a sua origem e local de
aplicagao, agravando ainda mais o uso desses agroquimicos e seu potencial de
contaminacao.

Em todo o ciclo de producdo, os camardes passam por diversas situagdes de
estresse que geram desequilibrios fisiolégicos e podem prejudicar a produgdo. Um
momento particularmente fragil € a estocagem, pois o animal em estagio de
pos-larva passa por um periodo de transporte em ambientes de alta densidade e
baixa qualidade da agua, que pode durar aproximadamente 24 horas, e

posteriormente é transferido diretamente para o ambiente de engorda, estando
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sujeito a grandes variagdes ambientais e predagao. Neste contexto, o glifosato no
ambiente de cultivo, mesmo que em baixa concentracdo e de forma aguda, pode
intensificar a condigdo de estresse imposta pela estocagem e contribuir para baixos
desempenhos da produgcado (HOLANDA et. al., 2021).

Na regido Centro-Sul do Parana, o cultivo de M. rosenbergii vem sendo
trabalhado por produtores rurais com interesse de buscar novas fontes de renda e
producdo. Ha bons resultados em relagcdo a adaptagdes na criacao desses animais,
quando bem manejados e principalmente realizado planejamento evitando o periodo
de inverno devido a baixa resisténcia dos animais as baixas temperaturas da regiao.
Com isso, o aumento do cultivo dos camardes em areas rurais que estao expostas
ao ambiente agrario, apresenta um consequente aumento do potencial de
contaminagdo destes animais por pesticidas, entre eles o glifosato, devido a sua

ampla utilizagdo na agricultura mundial.

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Analisar o efeito da exposicdo aguda do glifosato sobre os parametros
fisiologicos em pdés-larvas de camardes de agua doce (M. rosenbergii) por meio de

analise de biomarcadores bioquimicos.

3.2 ESPECIFICOS

- Avaliar a taxa de mortalidade de M. rosenbergii submetido a exposi¢cao aguda
do glifosato.

- Identificar alteragdes comportamentais de M. rosenbergii submetido a
exposi¢cao aguda por glifosato.

- Verificar o efeito da exposicdo aguda do glifosato sobre o estresse oxidativo
(dano celular - peroxidagao lipidica - LPO) e defesa antioxidante (Glutationa
reduzida - GSH e atividade das enzimas catalase - CAT e glutationa s

transferase - GST) em M. rosenbergii.
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- Avaliar o efeito da exposicdo aguda por glifosato na atividade das
colinesterases, em M. rosenbergii.

- Determinar os efeitos do glifosato sobre o metabolismo de aminoacidos
(aspartato transaminase — AST, alanina transaminase — ALT e glutamato

desidrogenase — GLDH), em M. rosenbergii.

4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 GLIFOSATO: ESTRUTURA QUIMICA E USO NAAGRICULTURA

O Brasil € um dos paises que mais ampliaram o consumo de pesticidas no
mundo, partindo de um consumo de 58 mil toneladas em 1991 para 375 mil
toneladas em 2015, o que representa quase 10% de todo consumo de pesticidas
utilizados pelas maiores economias do mundo. Sendo que deste total consumido de
agroquimicos, 173 mil toneladas sdo de glifosato, o que representa um valor
extremamente alto se comparado com o volume de outros ingredientes ativos
utilizados na agricultura (MORAES, 2019).

Segundo Spadotto (2002), o sul do Brasil se destaca com o uso intensivo de
herbicidas, seguido pela regido centro-oeste, e a regido sudeste. Os estados que
mais utilizam herbicidas sdo o Parana, o Rio Grande do Sul e Sdo Paulo. Parte-se
de um pressuposto que o uso de herbicidas € necessario para se produzir em larga
escala, politica que vem sendo empregada desde a revolugdo verde, onde as
culturas mais presentes no Brasil sdo as que inflam o mercado desses insumos
agricolas. Neste contexto, a soja € o cultivo em que mais se destaca o uso de
herbicidas, com uma média de 5,5 litros por hectare de glifosato aplicado (PIGNATI,
etal., 2017).

O glifosato (N-(fosfonometil)glicina) € um herbicida que pertence ao grupo das
glicinas substituidas, € classificado como pos-emergente, sistémico, n&o seletivo,
hidrossoluvel e de amplo espectro (GALLI et al., 2005). Sua férmula molecular é
C;HgNOsP, sendo um sdélido cristalino, com densidade de 0,5 g/cm?, muito estavel na
presenca de luz e de temperaturas acima de 60 °C, com pouca mobilidade no solo
(AMARANTE et al., 2002).

O glifosato é comercialmente vendido em concentragdes de 48 a 80% m/v de
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Sal de Isopropilamina de N-(phosphonomethyl) glicina, o formulado total é utilizado
em quantidade que variam de 1 a 6 L/ha dependendo da cultura de aplicagao, além
de existir diversos produtos comerciais que usam o ingrediente ativo na composi¢éo
da formulacdo. E um herbicida utilizado para controle ndo seletivo de plantas
espontaneas em areas cultivadas e pré-plantio, € muito utilizado em culturas anuais
e perenes, além de plantas invasoras aquaticas. Sua classificacdo toxicoldgica é
categoria 5 onde é improvavel de causar dano agudo (GLIFOSATO, MONSANTO
DO BRASIL LTDA., 2022).

O ¢lifosato, na planta, atua na inibicao competitiva de uma enzima critica da
via do chiquimato, a 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), essa enzima
€ catalisadora de uma das reacgdes de sintese dos aminoacidos fenilalanina, tirosina
e triptofano, além de outros processos como inibicdo da sintese de clorofila (GALLI,
et al., 2005).

4.2 CAMARAO DE AGUA DOCE

O camarao M. rosenbergii, também conhecido como gigante da malasia, € um
crustaceo que pertence a familia dos Palemonideos, espécie nativa da Asia e da
Australia, além de algumas ilhas do oceano indico e Pacifico, sendo introduzido no
Brasil nos anos 70. E considerado o maior camardo de agua doce, variando seu
tamanho entre 23 a 33 centimetros, podendo chegar a 500 g de peso, seu corpo &
acinzentado, contando com o segundo pereibpodo com coloragdo azulada
(PINHEIRO; HEBLING, 1998).

M. rosenbergii € associado a macrofauna bentdnica, que caminha junto aos
fundos dos rios com auxilio dos apéndices ambulatorios (pereidpodos), utilizando
para nadar os apéndices abdominais (pledpodos). Para seu cultivo, a temperatura
ideal esta na faixa de 28 a 30 °C, sendo temperaturas inferiores a 15°C letais. Em
situacbes onde se sentem ameacgados, executam um movimento de contracdo da
musculatura abdominal muito rapido, com o auxilio do leque caudal, faz com que
nade rapidamente e consiga fugir rapidamente. E um animal onivoro que se alimenta
de organismos zoobentbnicos e vegetais, porém algumas situagbes como falta de

alimento pode levar uma situagao de canibalismo, o que torna seu cultivo em
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densidades elevadas um problema (PINHEIRO; HEBLING, 1998). As principais

estruturas do corpo do M. rosenbergii podem ser observadas na figura 1.

Figura 1 — Esquema da morfologia externa de M. rosenbergii mostrando os

tagmas, somitos e principais apéndices céfalo-toracicos e abdominais (Pe =

pereiopodo; Pl = pledépodo).
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i

T 2% Antena
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Telsd
[,-' ®pl \ \
Urpodos| '4epy  dope ¢ 2 Pe
Quelipodo
5 Pl

Fonte: PINHEIRO; HEBLING, 1998.

Essa espécie com o passar do tempo assumiu um importante papel para o
aumento da producdo de camardo como fonte de proteinas na alimentagdo humana
sendo considerada uma das principais commodities entre os produtos de origem
aquatica, muito pelo fato de estar distribuido por todas as zonas tropicais e
subtropicais do mundo, e que no Brasil, se apresenta tecnologia de cultivo
amplamente difundida no pais (VALENTI, 2002; NEW et al., 2000).

4.3 DEMANDA DE PRODUGCAO DO CAMARAO

Nos ultimos anos a producdo mundial de camardes teve uma consideravel

expansao, pela escassez desse tipo de produto no mercado. Ligado a isso esta a
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melhoria de tecnologia de produgdo e o0 modo em que se é feito a produgao desses
animais (KRUMMENAUER et al., 2012). O Brasil vem investindo cada vez mais na
carcinicultura, pelo fato da demanda recorrente destes produtos no mercado, que
surge nos anos 90, com a necessidade em adquirir novas fontes de proteina animal
(NEW et al., 2000; VALENTI, 2002).

O cultivo desses animais é realizado geralmente em producao de pequena
escala por pequenos produtores, estima-se que na virada dos anos 2000, a
producao tenha ultrapassado 200.000 toneladas, que representa quase 20% do que
se produz no setor de camardes marinhos (VALENTI, 2002). Pelo fato do cultivo do
Macrobrachium possuir rapido desenvolvimento, com potencial de alta
produtividade, além de ser sustentavel causando pouco impacto ambiental , € um
otimo investimento tendo em vista que gera lucro, empregos e utiliza mao de obra
familiar (NEW et al., 2000; VALENTI, 2002).

4.4 EFEITOS TOXICOS

A solubilidade em agua € um dos principais meios pelos quais o glifosato
chega nos corpos d'agua, além da aplicagdo do mesmo para eliminar plantas
aquaticas. Consequentemente, a contaminagao do ambiente aquatico por glifosato
influencia o ecossistema geral, junto aos animais que ndo s&o alvos desses
compostos e acabam sofrendo influéncia em seu organismo. De certo modo esses
organismos acabam se tornando indicadores toxicologicos pela alteragdo de sua
fisiologia natural, modificando a acdo de enzimas e 6rgaos, e podendo levar a morte
destes animais (LORENSI et al., 2020).

Segundo o Conselho Nacional Do Meio Ambiente (CONAMA - resolugéo n°
357/2005), prevé que a qualidade de agua dos ambientes aquaticos deve ser
avaliada por indicadores bioldgicos. A importancia das analises biologicas se da pelo
fato de que analises da presenca de compostos quimicos na agua sao quantitativas,
realizadas por amostragens em periodos pré-determinados e podem nao detectar a
presenca dos compostos, que na sua maioria sao de facil degradagdo. Porém
efeitos fisioldgicos, resultantes de exposicdo agudas ou crbnicas, sdo mais
persistentes e dessa forma organismos e comunidades aquaticas sao usados para

avaliar se 0 ambiente esta sujeito a contaminagao. Outro aspecto importante € que
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muitas comunidades aquaticas acumulam moléculas toxicas no organismo por mais
tempo e em maior quantidade que a agua, por se alimentarem de matéria organica
que estao ligadas a esses compostos (MODESTO, 2009).

Novas formulagdes séo produzidas buscando diminuir os efeitos tdéxicos dos
pesticidas a organismos n&o alvos, porém registros sdo encontrados indicando que
os herbicidas possuem certa toxicidade ao ser humano e espécies de plantas e
animais, seja devido ao contato no momento da aplicagdo ou por exposigao a esses
compostos quimicos no ambiente (OLIVEIRA, 2017). Mesmo n&o sendo alvos, a
contaminagao por glifosato vem sendo relatada em diversos estudos onde o ser
humano e animais tem seu sistema enddcrino afetado, junto a alteragées no ciclo
estral de fémeas, sintese de enzimas e comportamento sexual (PIETROBOM;
SENEM, 2015).

Pesquisas apontam a influéncia de pesticidas em geral sobre a fisiologia de
organismos aquaticos, especialmente de organofosforados e carbamatos, que
apresentam uma grande interferéncia na atividade da acetilcolinesterase (SILVA,
2016). Tu et al., (2009) demonstraram os efeitos em camarao-tigre-gigante (Penaeus
monodon), com a inibicdo da atividade da AChE por endosulfan e deltametrina. A
inibicdo da atividade da enzima na espécie de camarao Palaemonetes pugio por
Diclorvon (BOLTON-WARBERG et al., 2007) e os agrotoxicos fosalone e carbaril
também foram capazes de inibir a enzima no camarao branco (Palaemon serratus)
(BOCQUENE; GALGANI, 1991).

A presenca do glifosato no ambiente é preocupante e serve de alerta, pois
essa molécula pode ser acumulada nos organismos, em periodos entre a exposi¢céo
e a detoxificacdo, e consequentemente a cadeia trofica pode ser afetada pelo
consumo desses animais, podendo chegar até o ser humano, contrariando as baixas
probabilidades de bioacumulacdo e de dispersdo em um sistema de seres vivos
(MELO, 2020). Porém, ha poucos estudos sobre os efeitos fisiolégicos do glifosato

em crustaceos.
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4.5 MARCADORES BIOQUIMICOS

4.5.1 Colinesterases

Esses marcadores estdo geralmente ligados aos primeiros sinais de
alteragbes biologicas detectados, as colinesterases sdao muito importantes para
avaliacdo de intoxicagédo por glifosato, pois estudos apresentam que a exposi¢ao a
essa molécula leva a diminuicdo de atividade enzimatica no cérebro (MODESTO,
2010). A acetilcolinesterase é uma enzima que hidrolisa o neurotransmissor
acetilcolina, que é produzida no citoplasma de terminacdes nervosas e responsavel
como neurotransmissor no sistema nervoso central e periférico (ARAUJO et al.,
2016).

A acetilcolinesterase atua principalmente na via de transmissdo do sinal
nervoso, separando o neurotransmissor acetilcolina em acetato e colina, o que
garante a finalizagdo da transmissao da informacao nervosa e formagao de matéria
prima para a regeneracdo do neurotransmissor (ARAUJO et al., 2016). As
colinesterases, acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, também atuam na
biotransformacgao de xenobidticos que limitam a toxicidade e protege os organismos
de compostos como os organofosforados (KLAASSEN; WATKINS lll, 2012).

Existem diversos produtos quimicos que sao utilizados no cultivo na
agricultura, alguns deles se destacam como os organofosforados e carbamatos que
possuem alto potencial de inibicdo das enzimas acetilcolinesterases (AChE), que

gera uma série de respostas fisiopatoldgicas (HORN et al., 2016).

4.5.2 Defesa antioxidante e estresse oxidativo

O estresse oxidativo € uma consequéncia do desequilibrio entre as defesas
antioxidantes e os mecanismos oxidativos celulares que ocorrem nos organismos
vivos, que podem ser causados por diversos fatores estando ligados com o aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e/ou a redugdo da
disponibilidade de antioxidantes. Esse processo acarreta no aumento da oxidagao

de biomoléculas podendo causar perda de funcbes biolégicas, ou desequilibrio
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homeostatico, que se manifesta em dano oxidativo potencial contra células e
tecidos. Na peroxidacao lipidica (LPO), as EROs fazem com que ocorra a oxidagcao
de acidos graxos e de fosfolipideos das membranas, o que acarreta na perda de
seletividade, danificando as mesmas e consequentemente prejudicando o
funcionamento das células (CAVALLI, 2013).

Segundo Dafre (2012), o sistema de defesa antioxidante possui varios
componentes enzimaticos e ndo enzimaticos, atuando na manutencao de espécies
reativas de oxigénio em baixas concentragcdes. As EROs estdo presentes nos
ambientes celulares por importantes fungdes desempenhadas na sinalizagdo e
defesa celular, porém desequilibrios em suas concentragdes podem causar dano e
morte celular devido a grande reatividade destas moléculas com macromoléculas
organicas como DNA, proteinas e lipideos. As enzimas do sistema de defesa
antioxidante sao importantes indicadores da interferéncia dos pesticidas nos
organismos.

Nesse sentido, as enzimas catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST)
presente no estudo, sdo fundamentais para catalisar reacbes que neutralizam as
EROs. A CAT tem agao de diminuicdo no acumulo de perdxidos de hidrogénio,
transformando-o em agua. A GST (Glutationa-S-transferase) atua na detoxificagao
de substancias toxicas catalisando a ligagdo da GSH (glutationa reduzida) com
moléculas xenobidticas ou enddgenas, tornando-as menos toxicas, mais soluveis em
agua e mais facilmente excretadas (BARREIROS et al. 2006; FERREIRA, 2010).

As aminotransferases sao enzimas ligadas ao metabolismo central dos
organismos, atuando nas células, de forma mais intensa no figado, com a remogéo
dos grupamentos amino através de reagdes de transaminagéo, transferindo-os para
os grupamentos do a-cetoglutarato, que produzem a-cetoacido analogo do
aminoacido e glutamato, dessa forma essas reagdes possuem o papel de coletar os
grupos aminos de muitos aminoacidos diferentes em apenas L-glutamato, que é
fundamental como doador de grupamento amino a algumas vias biossintéticas ou
para vias de excregdao que eliminam compostos nitrogenados. A aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) também sao importantes
aminotransferases que desempenham a fungao de indicadores de lesdes hepaticas
e cardiacas provenientes de intoxicacdo, quando detectadas em alta concentracao

no plasma sanguineo (PINTO, 2010).
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Apds a formacdo do glutamato pelas aminotransferases, a glutamato
desidrogenase (GLDH) atua na oxidacdo do glutamato, com consequente redugao
do NAD* ou NADP* , formando uma imina e posteriormente, por hidrélise,
regenerando o a-cetoglutarato e liberando aménio (NH,*), que nos organismos
aquaticos é liberado no ambiente como excremento (BARREIROS; BARREIROS,
2012). Com isso, as aminotransferases e o GLDH possuem um importante papel no

metabolismo de aminoacidos.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 DESENVOLVIMENTO DOS ANIMAIS

O experimento foi desenvolvido com pés-larvas de camardes de agua doce M.
rosenbergii provenientes de producao presente na Universidade Federal da
Fronteira Sul - UFFS, campus Laranjeiras do Sul, PR, sendo realizado no laboratério
de Experimentacdo Animal. Os animais adultos, oriundos de tanques de cultivo
acompanhados pelo projeto, foram transferidos para o laboratério, aclimatados e
alimentados, e apds a identificacdo da reproducdo, as fémeas graviticas foram
separadas em caixas de 25 litros, em sistema de recirculacdo e isoladas em
maternidades impedindo o canibalismo das larvas recém eclodidas.

Apos a eclosao, as larvas foram separadas em larvicultura em um novo
sistema de recirculagdo, em caixas de 300 litros, abastecidos com agua com
salinidade de 12 a 16 %o, acoplado a um biofiltro, oxigenagdo constante e
temperatura média de 28 a 30 °C controladas por aquecedores. As larvas foram
alimentadas com Artemia (aproximadamente quatro artemias por larva), cinco vezes
ao dia, durante oito dias, e apds este periodo foi mantido fornecimento de artemias
duas vezes ao dia e complementada a alimentagdo com racéo tipo “flan” constituida
por ovo de galinha, farinha de peixe, leite em po, farinha de trigo, dleo de figado de
bacalhau, pré mistura de vitaminas e minerais e agua. Esta condi¢ao foi mantida até
o0 momento em que ocorreu metamorfose final dos animais em pds-larvas.

Para a aclimatagdo em agua doce, a agua do tanque foi substituida até
chegar a uma salinidade préxima de 6 %o, e assim foram mantidos por 12 horas,

posteriormente 50 % do volume do tanque foi substituido por agua doce mantido por
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12 horas e ent&o substituida por agua doce em sua totalidade.

5.2 ENSAIO DE EXPOSICAO AO GLIFOSATO

Para o ensaio de es foram utilizados 1500 animais com peso médio de 0,024
g, divididos em 12 aquarios de 7 litros (125 animais/aquario). Todos os aquarios
foram mantidos com oxigenacdo constante e temperatura de 28 °C. O ensaio de
exposicao aguda foi realizado separando dois grupos em triplicata, sendo, grupo
experimental, exposto ao glifosato 100 mg/L e grupo controle, sem glifosato, os
aquarios foram selecionados de forma aleatéria e identificados conforme tratamento.
Para a exposicdo foi utilizado o produto comercial ROUNDUP® WG. Foram
realizadas coletas dos animais para posteriores testes bioquimicos em diferentes
tempos, sendo em 2, 6, 9, 12, 24, 48, 96 horas ap0és inicio do experimento.

Feito a exposicao, foi realizado acompanhamento do comportamento dos
animais e realizado ensaio de resposta a estimulo mecanico. O ensaio consistiu de
estimulo mecanico suave, com o uso de um bastdo de vidro, em animais que
estavam parados no momento da observacgao, sendo realizado verificagdes a cada
coleta dos animais. Nesses periodos de coleta também foram verificados e
registradas as mortes. A cada 24 horas foi realizada limpeza dos aquarios, retirando
30 % da agua do fundo para retirar restos de alimentagdo e excremento, sendo
posteriormente realizada reposicédo da agua dos aquarios. Nos aquarios exposto ao
glifosato foi realizada reposi¢cao de agua com glifosato para manter a concentragao
do composto durante o periodo de ensaio, o que caracteriza em uma exposi¢ao
semi-estatica, pois ocorre a renovacao da solugdo. Em todos os periodos de coletas
foram separados animais para analises bioquimicas, onde os mesmos foram
sacrificados em gelo, separados em microtubos e congelados em temperatura de
-85 °C.
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5.3 ANALISES BIOQUIMICAS

5.3.1 Preparo das amostras

Para o preparo das amostras dos animais, os mesmos foram
homogeneizados em tampao PBS pH 7,2 (1:10 p/v) em banho de gelo. Em seguida
foram centrifugadas por 10 minutos a 11093 xg, a 4 °C. O sobrenadante foi
recolhido, separado em aliquotas e congelado para analises posteriores. As analises
de proteina, LPO e enzimas foram realizadas em microplaca, com incubagdo em
banho-maria e leitura em espectrofotdbmetro de microplaca. Para este experimento
foi realizada a analise de proteinas, colinesterase, catalase (CAT), Glutationa S
transferase (GST), glutationa reduzida (GSH), glutamato desidrogenase (GLDH),
aspartato transaminase (AST), alanina transaminase (ALT) e lipoperéxidos com
afinidade ao acido tiobarbiturico (LPO), de todo material homogeneizado das
poOs-larva de camarao.

Figura 2 — Esquema de separagdo dos animais nas coletas em todos os
diferentes periodos. Preparacdo das aliquotas e separacdo para as analises

bioquimicas.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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5.3.2 Metodologia das analises bioquimicas

53.2.1 Proteina

A determinagdo da concentracdo de Proteina foi realizada para o calculo
normalizado das demais analises. Proteinas totais sollveis dos tecidos foram
determinadas pelo método de Bradford (1976). O método consiste na interagao entre
o BG-250, que é um corante acido, junto a proteinas com aminoacidos que possuem
cadeias laterais com propriedades basicas ou aromaticas. No pH acido da reacao
ocorre a interacao da proteina e o BG-250 que provoca o deslocamento do equilibrio
do corante para a forma anidnica, que leva a mudanga de coloragao inicial de
castanha para tons de azul, absorvendo luz no comprimento de onda de 595 nm. Os

resultados foram expressos em mg de proteina/mL.

5.3.2.2 Colinesterase

A concentragdo da enzima colinesterase foi realizada por meio do método de
Ellman et al, (1961), que consiste em detectar o 2-nitrobenzoato-5-
mercaptotiocolina e o 5-tio-2-nitrobenzoato formados pela reagdo entre a tiocolina
(produto da hidrélise da acetiltiocolina pela colinesterase) e o acido
5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoéico (DTNB). A analise foi feita em duplicata, em 185 pL de
solugédo contendo 130 uL de acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB) e 50 pL de
iodeto de acetiltiocolina (ATC) e 5 uL de amostra. A reacdo foi acompanhada,
medindo o acréscimo de absorbancia em comprimento de onda de 415 nm por 9
minutos com intervalo de 30 segundos. Os resultados foram expressos em pmoles

de 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina.minuto™.mg de proteina™.

5.3.2.3 CAT

A determinacgéo da atividade da CAT foi realizada pelo método de Aebi (1984),
que acompanha o decréscimo da absorbancia a 240 nm, a partir do degradacéo do

peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua, cujo coeficiente de extingdo molar é de
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40 M".cm™. O material dividido em duplicata foram adicionadas em placas UV com
96 pocos de 300 pL, com 290 uL de meio de reacao (180uL de H,O,, 2,5 ml de
Tampéo Tris-HCI 1,0 M, EDTA 5,0 mM, pH 8,0 e 47,32 ml de Agua deionizada) e 10
ML de amostra. A reacao foi acompanhada por 1 minuto com intervalo de 2
segundos. Os resultados foram expressos em pmoles de H,0, degradado.min™.mg

de proteina™.

53.24 GST

A concentracdo da GST foi realizada pelo método de Habing et al. (1976). A
reacdo ocorre pela GST que catalisa a reagcao do substrato CDNB com o GSH,
formando um tioéter que é visto pelo aumento de absorbancia em 340 nm. A analise
foi realizada em duplicata, em microplaca UV, contendo 90 uy do sistema de reagao (
Tampao fosfato de potassio 100 mM pH 6,5, 2 mM de CDNB, 1,5 mM de GSH) e 10
ML de amostra. A leitura foi realizada a 22°C e acompanhada por leitura cinética em
340 nm, por 3 minutos com intervalo de 30 segundos. Os resultados foram

expressos em pmoles de tio éter formado.min™.mg de proteina’.

5.3.2.5 GSH

A andlise da GSH se baseia no método de Sedilak (1968), onde a
precipitacdo de proteinas com posterior reacio de tidis ndo proteicos com DTNB que
gera um produto que absorve a luz. Para a analise foi preparado a amostra com 200
Ml de sobrenadante com 50 ul de TCA 50%, além disso foi preparado o branco com
200 ul de tampéo PBS junto a 50 yl de TCA 50%, os mesmos foram centrifugados a
5000 g por 10 minutos a 4 °C. Para o ensaio foi utilizado uma microplaca de 96
pocos, 50 ul da amostra, 50 ul do branco e 50 ul da curva padrao (Foi dissolvido
0,0012 g GSH (MM = 307,32 g.mol-1) em 976 ul de tampéao tris-base a 0,4 M, pH 8,9
([GSH] = 4 mM) e a partir desta solugao preparada a diluigdo da curva) todos em
duplicatas junto a 230 pl do tampéao Tris-base 0,4 M, pH 8,9, 20 ul de solugdo de
DTNB, mantido por 5 min a temperatura ambiente e por fim medido em absorbancia

de 415 nm. Os resultados da concentragao da GSH foram expressos em nanomoles
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de tidis.mg de proteina .

5.3.2.6 GLDH

A concentragao da enzima GLDH, foi medida através do método Ciardiello et
al., (2000). Enzima, presente nas mitocéndrias, converte o glutamato em
a-cetoglutarato e vice-versa. E avaliada pelo método continuo a partir da formagao
de NADH, ou NADPH, acompanhada pelo aumento de absorbancia em 340 nm. O
sobrenadante foi pipetado em microplaca de 384 pogos, em duplicata com 15 pL de
amostra, 65 pL de sistema de reacéo (7500 yL de Tampéo Tris-HCIl pH 7,4 , 935,5
uL de NADP, 150 pyL de ADP, 1500 pyL de L - Glutamato e 2100 yL de H,O
deionizada). A reacgéao foi avalizada por 8 minutos com intervalo de 30 segundos. Os
resultados da concentracdo de GLDH foram expressos em upmoles de NAD*

reduzido.min "'.mg de proteina .

5.3.2.7 AST

A concentragao da AST é baseada no método do kit colorimétrico comercial,
seguindo as orientacbes do fabricante. A enzima catalisa a transferéncia do
grupamento amina do aspartato até o cetoglutarato com formagédo de glutamato e
oxalacetato. Deste modo o oxaloacetato formado reage com a
2-4-dinitrofenilhidrazina, que forma a hidrazona, adquirindo a coloracdo maxima pela
adicao de hidroxido de sédio. A intensidade de coloragao € proporcional a atividade
enzimatica da amostra, acompanhada pelo aumento de absorbancia de 340 nm. A
leitura foi feita a 30 °C por 5 minutos com intervalo de 10 segundos. Os resultados
da concentragdo de AST foram expressos em uymoles de NADH oxidado.min”'.mg de

proteina™.

53.2.8 ALT

A concentracdo da ALT se baseia no método do kit colorimétrico comercial,

seguindo as orientacbes do fabricante. A enzima catalisa a transferéncia do
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grupamento amina da alanina até o cetoglutarato com formacédo de glutamato e
piruvato. Deste modo o piruvato formado reage com a 2-4-dinitrofenilhidrazina, que
forma a hidrazona, adquirindo a coloracdo maxima pela adicdo de hidréxido de
sodio. A leitura foi feita a 30 °C por 5 minutos com intervalo de 10 segundos com
absorbancia de 340 nm. Os resultados da concentragédo de ALT foram expressos em

umoles de NADH oxidado.min™'.mg de proteina™.

5.3.2.9 LPO

A concentracdo de LPO foi feita pelo método de TBARS (FEDERICI et al.,
2007), onde foram comparadas a absorbancia com curva padrao de Malondialdeido
(MDA), que é um subproduto de peroxidacéo lipidica celular. O MDA reage com o
acido tiobarbiturico (TBA), que é baseada em 1 molécula de MDA com 2 moléculas
de TBA, com eliminagdo de 2 moléculas de agua, resultando em um pigmento rosa
com absorgdo de 535 nm (FEDERICI, 2007). Para preparagédo da amostra foi
utilizado microtubo onde foi pipetado 60 uL de amostra, em seguida foi acrescentado
120 uL de acido tricloroacético (TCA) 10%, deixado em banho de gelo por 5 minutos
e centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm a 4 °C. Em seguida, no ensaio das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), foi utilizado 40 uL do
sobrenadante, também diferentes concentragdes de MDA para determinar a curva,
foram adicionados em microplaca, em duplicata, junto a 10 pl de BHT, 140 ul de
tampao PBS, 50 ul de TCA 50 %, 75 pl de TBA 1,3 % em NaOH 0,3 %. A leitura da
reacao foi realizada a 22 °C, apds 60 minutos de incubacdo a 60 °C, em uma
absorbancia de 535 nm. Os resultados da peroxidacao lipidica foram expressos em

umol de MDA.mg de proteina™.

5.3.3 Analises Estatisticas

Os resultados das analises bioquimicas foram analisados no programa de
estatistica InStat Graphpad versdo 3.01, onde diferengas significativas foram
consideradas para p<0,05. Foi realizado teste de normalidade Shapiro-wilk,

posteriormente testes paramétricos de ANOVA e LSD foram realizados quando os
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dados apresentarem-se homocedasticos e normais. Na auséncia de
homocedasticidade e normalidade, foi realizado analise ndo paramétrica pelo teste

de Kruskal Wallis e pés teste de Student-Newman-Keuls.

6 RESULTADOS

6.1 MORTALIDADE E ESTIMULO

Nao foi observado morte de animais nos aquarios controle, entretanto nos
aquarios expostos ao glifosato, em 2 horas apdés a contaminagao, foram
identificados 38 animais mortos (5,06 %), e posteriormente em 6 horas foram
identificados 3 (0,4 %) animais mortos. Durante o restante do experimento ndo foram
encontrados mais animais mortos. Observou-se que 0s animais mortos se
apresentavam mais desenvolvidos em relagéo aos demais individuos dos aquarios.

Os resultados em relacdo ao estimulo do toque, demonstraram que os
animais expostos ao composto apresentaram alteragbes comportamentais em
relacdo a forma natatéria. O comportamento natatério dos animais do grupo controle
apresentou normalidade, sem movimentos bruscos de fuga em relagdo ao bastao,
além de manterem o equilibrio e sempre em movimento. Os animais do grupo
exposto ao glifosato apresentaram alteragdes comportamentais se mantendo muitas
vezes imoveis, com perda de equilibrio e com movimentos de fuga quando tocados
pelo bastdo, comportamento que se manteve até 12 horas apds a exposi¢cao, em
seguida seus movimentos retornaram ao padrdao comportamental dos animais
controle que em nenhum momento do experimento apresentaram quaisquer tipos de

alteracdo comportamental.

6.2 ATIVIDADE DA COLINESTERASE

Na atividade da enzima colinesterase do grupo exposto ao glifosato, ocorreu
alteracao significativa (p<0,001) em relagdo ao grupo controle do mesmo periodo
(Gréfico 1). Foi observado aumento da atividade da colinesterase em 2, 6, 9 horas

de exposicao, e posteriormente em 48 horas houve uma diminui¢gdo dessa atividade.
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Grafico 1 — Atividade da Colinesterase em pés-larva de M. rosenbergii submetidos a
100 mg/L de glifosato no periodo de 96 horas, as barras correspondem a média e
desvio padrao. Os asteriscos representam variagdes significativas entre o grupo

controle e o grupo exposto ao glifosato do mesmo periodo.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

6.3 ATIVIDADE DA CATALASE

NZo houve variagdo significativa (p )0.05) na atividade da CAT em todo o

experimento (Grafico 2).

Grafico 2 — Atividade da CAT em pds-larva de M. rosenbergii submetidos a 100 mg/L
de glifosato no periodo de 96 horas, as barras correspondem a média e desvio

padrao.



32

NI

Controle Glifosato Controle Glifosato Controle Glifosato Controle Glifosato Controle Glifosato Controle  Glifosato

2h Sh 12h 24h 48h 96h

© B
w [} &~ [

~N
w

CAT: U.mg de proteina’’!
5: o

—

o
&

0

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

6.4 ATIVIDADE DA GST

A atividade da enzima GST apresentou variagao significativa (p<0.0001) do
grupo exposto ao glifosato em relagéo ao controle (Grafico 3). Em 6 horas de ensaio
houve aumento da atividade dessa enzima, e posteriormente em 9 horas ocorreu a

diminui¢ao da atividade da mesma.

Gréfico 3 — Atividade da GST em pos-larva de M. rosenbergii submetidos a 100 mg/L
de glifosato no periodo de 96 horas, as barras correspondem a média e desvio
padrao. Os asteriscos representam variagdes significativas entre o grupo controle e

0 grupo exposto ao glifosato do mesmo periodo.
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6.5 ATIVIDADE DA GSH

Em relagdo ao conteudo de GSH (Grafico 4), durante o ensaio foi observado
variagao significativa do grupo exposto ao glifosato em relagédo ao controle (p <
0.0001). Houve aumento da concentracdo de GSH em 12, 24 e 48 horas apos

contaminagao, em relagcdo aos controles do mesmo periodo.

Grafico 4 — Atividade da GSH em pés-larva de M. rosenbergii submetidos a 100 mg/L
de glifosato no periodo de 96 horas, as barras correspondem a média e desvio
padrdo. Os asteriscos representam variagdes significativas entre o grupo controle e

0 grupo cexposto ao glifosato do mesmo periodo.
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6.6 ATIVIDADE DA LPO

A concentracdo de LPO (Grafico 5) apresentou variagdo significativa
(p=0,0145) dos grupos experimentais em relagdo aos controles no ultimo periodo de
avaliacdo, 96 horas apds inicio do experimento de exposi¢gao, demonstrando um
aumento da concentragao de lipoperoxidos no grupo exposto ao glifosato nesse

periodo.

Grafico 5 — Concentracdo da LPO em pdés-larva de M. rosenbergii submetidos a 100
mg/L de glifosato no periodo de 96 horas, as barras correspondem a média e desvio
padrdo. Os asteriscos representam variagdes significativas entre o grupo controle e

0 grupo exposto ao glifosato do mesmo periodo.



35

0.4

0,35

0,3

0,25

o
N

LPO: U.mg de proteina-’
1) 2
=S 5

ST

0
Controle Gllfosato Controle Gllfosato Controle Glifosato Controle Glifosato Controle GIlﬁJsato Coanrole Gllfosato Con role Glifosato

2h Bh oh 12h 24h 48h 96h
-0,05

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

6.7 ATIVIDADE AST

Foi observado variagao significativa (p<0,001) da AST (Grafico 6) dos grupos
experimentais em relacdo aos controles em 6 horas apos inicio do experimento,

demonstrando um aumento da atividade no grupo exposto ao glifosato.

Gréfico 6 — Atividade da AST em pds-larva de M. rosenbergii submetidos a 100 mg/L
de glifosato no periodo de 96 horas, as barras correspondem a média e desvio
padrao. Os asteriscos representam variagdes significativas entre o grupo controle e

0 grupo exposto ao glifosato do mesmo periodo.
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6.8 ATIVIDADE ALT

Na atividade de ALT (Gréfico 7), foi observado variagao significativa (p<0,001)
nos grupos experimentais em relagdo aos controles em 6, 48 e 96 horas apds inicio
do experimento, demonstrando um aumento da atividade no grupo exposto ao

glifosato em todos esses periodos.

Grafico 7 — Atividade da ALT em pds-larva de M. rosenbergii submetidos a 100 mg/L
de glifosato no periodo de 96 horas, as barras correspondem a média e desvio
padréo. Os asteriscos representam variagdes significativas entre o grupo controle e

0 grupo exposto ao glifosato do mesmo periodo.
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6.9 ATIVIDADE GLDH

Foi observado variagado significativa (p<0,001) da GLDH (Grafico 8) nos
grupos experimentais em relagdo aos controles em 9, 48 e 96 horas apds inicio do
experimento, ocorrendo uma redugdo da atividade em 9 horas, aumento em 48

horas e redugdo em 96 horas no grupo exposto ao glifosato.

Grafico 8 — Atividade da GLDH em pds-larva de M. rosenbergii submetidos a 100
mg/L de glifosato no periodo de 96 horas, as barras correspondem a média e desvio
padrdo. Os asteriscos representam variagdes significativas entre o grupo controle e

0 grupo exposto ao glifosato do mesmo periodo.
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7 DISCUSSAO

O comportamento natatério observado em pds-larvas de M. rosenbergii
expostos ao glifosato indica que o mesmo altera a capacidade de movimentagao dos
animais. Ha relatos de interferéncia na movimentagdo em camardes de agua doce
Caridina nilotica submetidos ao herbicida glifosato, com movimentos lentos e
erraticos (MENSAH et al., 2012). Como a indugdo ou inibicdo da colinesterase
podem influenciar nos processos de neurotransmissdo colinérgica, podendo
promover efeitos de letargia ou nado erratico (MIRON et al., 2005), os resultados de
alteragao do comportamento natatério podem estar diretamente relacionados com os
efeitos de indugao das colinesterases encontrados nas primeiras horas de ensaio (2,
6 e 9 horas) .

Poucas informagdes sobre o efeito letal do glifosato em crustaceos séao
encontradas na literatura. Efeitos foram relatados por Bastos (2013), que avaliou a
toxicidade do glifosato em cultivo de Daphnia magna determinando a concentracao
efetiva mediana (CE50) de 32 pg/L. Mensah et al., (2012) identificaram CL50 96
horas do glifosato para o camardo Caridina nilotica em fase neonatal, juvenil e
adulta, com valores de 2,5, 7,0 e 25,3 mg/L. Ali et al., (2018) estudaram a CL50 em

24 e 48 horas, dos compostos glifosato e malation em artémia, obtendo os valores
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de 58.3 e 17.3 mg/L para malation e 28 e 19 pg/L para glifosato, respectivamente.
Estudos utilizando copépodos expostos ao Roundup®, apontam maior mortalidade
nos grupos expostos ao glifosato em concentragdes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,6 mg/L
quando comparado ao controle. A CL50 foi estimada para camardes P. annae em 48
horas (1,059 mg/L) e para P. roux 72 horas (107,53 mg/L) e 96 horas (60,97 mg/L)
(DEEPANANDA et al., 2011).

Moraes (2018) a partir da CL50 realizada em camardes de agua doce M.
rosembergii em estagio juvenil, demonstra a sensibilidade e a letalidade que os
camardes apresentam quando expostos ao Glifosato Nortox SL, onde 100% dos
animais submetidos a 150 mg/L de glifosato morreram, além de porcentagens
parciais de mortes para concentragdes de 10, 50 e 100 mg/L de glifosato no periodo
de 96 horas. Estes resultados demonstram que os efeitos de mortalidade do
glifosato ocorrem tanto em juvenis quanto em péds-larvas do M. rosembergii
(MORAES, 2018).

As pos larvas utilizadas neste estudo apresentavam peso médio de 0,024 g e
aproximadamente 15 dias apés metamorfose final, porém foi nitido que somente os
animais que apresentaram maior peso morreram com a exposi¢ao ao glifosato na
concentracdo de 100 mg/L. Como Moraes (2018), relata que obteve grande
mortalidade de animais juvenis com peso médio de 0,493 £ 0,148 g (60 dias apds
metamorfose) em concentragdo equivalente de glifosato, e ainda que nesta
concentragao houve paralisia intensa, perda de equilibrio e até queda dos animais,
sugere-se que o glifosato atua em alguma via metabdlica que é mais critica em
animais maiores, ocasionando sua morte devido a mudangas fisioldgicas profundas
que ocorrem nesse crustaceo com o passar do seu desenvolvimento. De modo que,
na comparacdo com estes dados previamente coletados porém nao publicados,
sugere-se que os efeitos do glifosato sdo maiores em organismos juvenis, mas nao
houve aprofundamento da situacdo nesse experimento.

As alteracbes de atividade da enzimas AST, ALT e GLDH em animais
submetidos a contaminagdo por glifosato indicam que o composto interfere no
metabolismo de aminoacidos e excre¢cao de amébnia dos animais. Em 6 horas de
ensaio foi observado aumento da atividade das enzimas AST e ALT dos animais do
grupo exposto ao glifosato e apos 48 e 96 horas apenas a ALT apresentou-se

induzida.
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As enzimas AST e ALT sao aminotransferases que atuam na transferéncia de
grupamentos aminas para o glutamato (PINTO, 2010), estando relacionadas a
destinagdo do grupamento carbénico do aminoacido para produc¢ao de energia, com
consequente formacédo de glutamato tendo como destino a via de produgédo de
amoénia, ou ainda com a transferéncia do grupamento amina para via de sintese de
outros aminoacidos demandados pelo organismo. Orug e Uner (1999), demonstram
o efeito conhecido do herbicida 2,4D que alteram parédmetros do metabolismo de
carboidratos e proteinas em Cyprinus carpio expostos ao herbicida por 1, 2, 3, 4, 15
e 30 dias em concentragdes subletais de 50 e 80 mg/L.

Em relacédo a atividade da GLDH observou-se alteragdes de redugéo de
atividade (9 e 96 horas) e aumento da atividade (48 horas). Esta enzima esta
fortemente relacionada a excrecdo de amoénia, portanto o aumento de atividade,
principalmente acompanhando o aumento de atividade das enzimas AST e ALT,
pode estar relacionado ao aumento do uso de aminoacidos para suprir a demanda
energética (PINTO, 2010; BARREIROS, 2012). Porém, sua redugéo, em periodos de
aumento da atividade AST e ALT pode indicar a transferéncia de grupamentos amina
para sintese de novos aminoacidos.

Como AST e ALT apresentaram um aumento da atividade em 6 horas,
seguidas de reducédo de atividade da GLDH em 9 horas, aparentemente o excesso
de grupamento amina produzido nao foi excretado, mas sim transferido para sintese
de outros aminoacidos, provavelmente demandados para sintese de proteinas
importantes para a resposta fisiolégica frente ao estresse criado pela presenca do
glifosato. Um efeito semelhante pode ser observado em 96 horas de ensaio, onde
um aumento de atividade da ALT foi acompanhado de diminuicdo da atividade da
GLDH. Porém, em 48 horas de ensaio, 0s animais expostos ao glifosato
apresentaram aumento de atividade da ALT acompanhado de aumento de atividade
da GLDH, indicando neste momento um pico da degradagdo de aminoacidos para
suprir a demanda energética, pois o glutamato é desviado para a formagao de
aminoacidos (KING et al.,, 1985). O déficit energético pode ser um dos fatores
envolvidos na geragao de estresse oxidativo.

As colinesterases geralmente sdo inibidas por organofosforados, porém o
glifosato possui uma estrutura diferente dos demais organofosforados, em alguns

organismos ocorre alteragdbes nessa enzima, podendo ser um aumento ou
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diminuicdo da atividade (ARAUJO et al., 2016). No experimento é certo que nos
primeiros periodos ocorreu um aumento da atividade, o que pode ser explicado pela
necessidade de resposta a variacdo ambiental, aumentando a demanda de
sinalizagdo nervosa e consequentemente de atividade de acetilcolinesterase na
neurotransmissao. Estudos mostraram que o glifosato também induziu o aumento de
atividade da AChE em peixes Anabas testudineus e Heteropneustes fossilis, em 30
dias de exposicdo (PALAS et al., 2014). Este efeito também observado para a
espécie de peixe Cyprinus carpio (CATTANEO et al., 2011) e em musculo de
Leporinus obtusidens (SALBEGO et al., 2010) quando expostos ao composto.

Porém, em 48 horas ocorre uma inibicdo da atividade do grupo exposto ao
glifosato em relagdo ao controle e em seguida retorna ao normal. Monserrat et al.,
(2002) demonstra que o glifosato puro inibe a AChE em tecidos musculares e
cerebrais do mexilhao Perna perna e dos peixes Danio rerio e Jenynsia multidentata.
Além de Arias et al. (2007), identificou que a exposi¢cdo a organofosforados e
carbamatos, amplamente utilizados na agricultura, gera a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase em peixes, mesmo em regides mais industrializadas. E a indugao
e inibicdo dessa enzima também foi identificada em embrides de R. quelen
submetidos ao glifosato, observado inducédo da atividade da acetilcolinesterase em
12 horas e inibigdo em 24 horas de exposi¢cao ao glifosato, apresentando os efeitos
neurotoxicos, acompanhado de dificuldade de manutencido das atividades do
sistema antioxidante (SOBJAK, 2016). Isso pode estar relacionado ao organismo
buscar uma compensacgao fisioldgica pelo estresse causado, até uma situagao
normal, com isso as atividades das vias metabdlicas vao se alterando até a
homeostase.

N&o ocorreu alteragdes de atividade da enzima CAT entre o grupo controle e
experimentais indicando que a presenca do glifosato ndo induziu esta via de
degradagao do peroxido de hidrogénio. O mesmo dado pode ser visto por Glusczak
et al. (2007), onde ndo houve alteragdes na atividade da enzima no figado de
Rhamdia quelen expostas a 0,2 e 0,4 mg/L de glifosato por 96 horas. Considerando
que a enzima glutationa peroxidase (GPx) também atua na degradacao do peréxido
de hidrogénio (SOBJAK, 2016) pode-se considerar que mesmo ocorrendo aumento
de perdxido de hidrogénio nas células esta via alternativa poderia garantir protecéo

antioxidante impedindo danos por estresse oxidativo na auséncia de indugdo da
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catalase. Porém a enzima GPx ndo foi analisada.

A concentragdo da GSH apresentou aumento em 12, 24 e 48 horas nos
animais expostos ao glifosato comparados ao controle. Esta molécula tem
importante papel no sistema antioxidante celular, seja no efeito de captagdo de
moléculas reativas de oxigénio de forma espontanea, ou fazendo parte de um efeito
enzimatico através da atividade da GST e/ou GPx, onde a GPx atua para evitar a
acumulagao de peroxido de hidrogénio no organismo, usando em sua atividade a
GSH, tornando-a oxidada (GSSG), e a GST catalisa a ligagdo da GSH (glutationa
reduzida) com moléculas xenobidticas, tornando-as menos téxicas (BARREIROS et
al., 2006; BARBOSA, 2010; FERREIRA, 2010), ou ainda da GR, que catalisa a
reducdo da GSSG, regenerando GSH e com isso garantindo a manutengdo da
defesa antioxidante e de detoxificagdo com base na GSH (MODESTO, 2009), estas
enzimas participam do sistema de defesa, agindo através da prevencao, evitando a
geracao de radicais livres e ndo-radicais, que provocam efeitos oxidativos. Portanto,
o aumento da concentracdo da GSH indica uma indugao da resposta antioxidante
nos animais.

A atividade da GST apresentou aumento em 6 horas, indicando inducéo da
defesa antioxidante em presenca de glifosato. O mesmo foi observado por Ferreira
(2010), que mostraram um aumento na atividade da GST no figado de Rhamdia
quelen expostos ao glifosato. Modesto e Martinez (2010) demonstram o aumento na
atividade da GST em Prochilodus lineatus apds 24 e 96 h exposigcao ao glifosato,
sugerindo que esta elevagdo € decorrente do aumento do processo de
biotransformacao do herbicida pelo animal, bem como por ocorrer a metabolizagéo
dos lipoperdéxidos, que indica a ativagao dos mecanismos de defesa.

Este aumento da GST esta relacionado ao uso de GSH, pois a GST forma um
complexo da GSH com moléculas enddgenas e exdgenas durante a reacdo de
neutralizagdo de moléculas téxicas (BARREIROS et al., 2006; FERREIRA, 2010).
Como este complexo é excretado, ocorre uma tendéncia a reducdo de GSH
disponivel que pode limitar a atividade da GST e induzir atividade da GR, assim
como da via de produgdao de GSH garantindo a reposi¢cdao de GSH e com isso a
manutengcdo da protegdo contra efeitos danosos do estresse oxidativo buscando
homeostase no sistema antioxidante. Este efeito pode ser acompanhado pelos

resultados de reducao da atividade da GST em 9 horas e na sequéncia, do aumento
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da concentragdo da GSH em 12, 24 e 48 horas de exposigao.

A LPO apresentou aumento de atividade no ultimo periodo de analise, 96
horas. Modesto (2009) relata que juvenis do peixe Prochilodus lineatus, que foram
expostos a 1 mg/L de Roundup Transorb® (RDT1), 5mg/L de Roundup Transorb ® e
10 mg/L de Roundup®, por periodos de 6, 24 e 96 horas, apresentaram aumento de
LPO e GST em 24 e 96 horas em relagao do controle ao tratamento. O aumento da
peroxidagao lipidica € indicativo de que houve um desequilibrio entre producéo e
neutralizacdo de EROs, ocorrendo aumento de EROs e consequente dano oxidativo
nas células (COGO et al., 2009; RONDON-BARRAGAN et al., 2012).

Em uma analise global, a auséncia de alteracdo da atividade da enzima
catalase, o aumento da GST em 6 horas, seguido de redugdo em 9 horas e aumento
da GSH em 12, 24 e 48 horas indicam que houve uma inducdo da defesa
antioxidante relacionado ao ciclo da GSH, com possivel participacédo, também, das
enzimas GR e GPx, que ndo foram analisadas. A inducao foi capaz de proteger os
animais de danos oxidativos, porém esta protecdo nédo estava presente apds 96
horas de contaminacdo, ocorrendo um aumento expressivo de peroxidagao lipidica
neste momento.

Portanto o ensaio foi capaz de demonstrar que o composto glifosato interfere
na atividade da colinesterase, no metabolismo de aminoacidos e no sistema de

defesa antioxidante levando as células a uma situacao de estresse oxidativo.

8 CONCLUSAO

A exposicao ao glifosato causa efeitos letais, alteragdes comportamentais e
fisiologicas em M. rosenbergii. As alteragdes fisioldgicas estdo relacionadas, entre
outras, em interferéncias no metabolismo de aminoacidos, colinesterases e na
defesa antioxidante dos animais. Desse modo a exposi¢cao a esse composto induziu
e inibiu a atividade colinesterasica, também induzindo o sistema antioxidante, além
de alterar enzimas do metabolismo de aminoacidos.

O (¢lifosato podera afetar o desempenho produtivo de M. rosenbergii em
ambientes sujeitos a presenga desse composto, como em areas rurais permeadas

por lavouras com intenso uso de pesticidas.
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