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RESUMO

O Roundup® (RD) é um herbicida a base de glifosato e é um dos mais utilizados no
mundo por ser considerado pouco téxico, apresentar alta eficiéncia, baixo custo e o fato
de ser rapidamente degradado pelo meio ambiente. Nessa formula%ao aléem do
glifosato o POEA ¢é adicionado como surfactante. O Roundup Transorb™ (RDT) € um
produto langado mais recentemente, que contém o mesmo principio ativo, mas que
utiliza em sua formulacdo uma mistura de surfactantes. Os efeitos destes dois produtos
foram avaliados para o peixe neotropical Prochilodus lineatus, utizando-se parametros
de estresse oxidativo, com a atividade hepatica das enzimas superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa transferase (GST), o
conteudo hepatico de glutationa reduzida (GSH) e a ocorréncia de peroxidagao lipidica
(LPO). Foi analisada também a atividade da acetilcolinesterase (AChE) no cérebro e no
musculo, e no caso do RDT foram analisados parametros hematoldgicos. Em uma série
experimental juvenis de P. lineatus foram expostos a 10 mg.L”" de Roundup® (RD) ou
apenas a agua (CTR). Em outra série de experimentos os peixes foram expostos a
1mg.L™" de Roundup Transorb® (RDT1), 5mg.L™" de Roundup Transorb® (RDT5) ou
apenas a agua (CTR). Em ambas as séries os peixes foram expostos aos diferentes
meios experimentais por 6, 24 e 96 h, em testes de toxicidade estaticos. Apds a
exposicao, os peixes foram amostrados para a coletada de amostras de figado, cérebro
e musculo, e nos experimentos com RDT amostras de sangue também foram
coletadas. Os peixes expostos ao RD, durante 24h, apresentaram reducdo na atividade
da SOD e GPx e aumento no conteudo de GSH, em relac&o aos respectivos CTR. Apos
24 e 96h os peixes dos grupos RD apresentaram aumento da LPO e na atividade da
GST em relacéo aos respectivos CTR. A atividade da AChE foi inibida no cérebro apds
96h e no musculo apds 24 e 96h de exposicdo ao RD. Ja nos experimentos com RDT,
0s animais expostos a maior concentragcao testada durante 24 e 96h, apresentaram
aumento no numero de eritrécitos, e de leucdcitos apds 96h. Nos peixes do grupo
RDT5 ocorreu redugao significativa da SOD apos 6 h e da CAT apos 6 e 24 h de
exposicao. A CAT também foi menor nos peixes do grupo RDT1, apdés 24 h de
exposicao, em relagdo ao respectivo CTR. A atividade da GPx foi maior nos peixes do
grupo RDT5, apos 24 e 96h de exposigdo, a em relagdo aos respectivos CTR. O
conteudo de GSH foi menor nos RDT1 e RDT5 apds 24h, mas aumentou
significativamente apds 96h de exposicdo ao RDTS5, em relagcdo aos respectivos
controles. Nos peixes expostos ao RD5 a atividade da GST foi reduzida apds 6 € 24 h
de exposi¢ao, em relagdo aos grupos CTR. Verificou aumento significativo da LPO
apenas no grupo RDT1, apos 6 h de exposigcdo. A atividade da AChE foi inibida no
cérebro dos peixes dos grupos RDT1 e RDT5 apds 96h, em relagdo aos respectivos
controles. Com base nos resultados apresentados conclui-se que a exposigao aguda ao
RD e ao RDT interfere nas enzimas antioxidantes, na biotransformacao e reduzem a



atividade da acetilcolinesterase. Observou-se também que o RDT é mais toxico para
P.lineatus que o RD, embora apenas o RD tenha promovido lipoperoxidagdo. Desta
forma, percebeu-se que as vias pelas quais estes herbicidas atuam devem se
diferentes, visto que as altera¢des observadas nao foram correspondentes.

Palavras-chaves: Acetilcolinesterase. Defesas antioxidantes. Glifosato. Prochilodus
lineatus. Roundup® . Roundup Transorb®.
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ABSTRACT

Roundup® (RD), a glyphosate-based herbicide, is one of the most used pesticides over
the world, probably because its active ingredient is relatively nontoxic and degrade
rapidly in the environment, besides its high efficiency and low cost. However, this
herbicide also contains polyethoxylated tallowamines (POEA), which acts as the
surfactant. Roundup Transorb® (RDT) is a more recent Roundup formulation, which
contains a surfactant blend containing 15% POEA. However, the composition of this
surfactant blend is considered a trade secret and more information about it is not given.
The effects of these two herbicides were evaluated on the Neotropical fish Prochilodus
lineatus, by using some oxidative stress parameters, such as liver activities of
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), glutathione
transferase (GST), the hepatic content of reduced glutathione (GSH) and the occurrence
of lipid peroxidation (LPO). The activity of brain and muscle acetylcholinesterase (AChE)
was also measured. In fish exposed to RDT hematological parameters were also
analyzed. In one experimental series, juveniles of P. lineatus were exposed to 10 mg.L™
of Roundup® (RD), or only to clean water (CTR). In the other series, fish were exposed
to 1mg.L”" of Roundup Transorb® (RDT1), 5mg.L™" of Roundup Transorb® (RDT5) or
only to clean water (CTR). In both series fish were exposed to the experimental medium
for 6, 24 e 96 h, in static toxicity tests. After exposure, fish were sampled in to collect
liver, brain and muscle, and in the experiments with RDT, blood samples were taken.
Fish exposed to RD for 24h showed SOD and GPx activity reduction and an increase in
GSH content. After 24 and 96h fish from RD groups showed an increase in GST activity
and LPO. AChE was inhibited in the brain after 96h and in muscle tissue after 24 and
96h of exposure to RD. Fish exposed to RDT5 for 24 e 96h showed an increased in the
number of erythrocytes, and in the number of leucocytes after 96h exposure. In fish
exposed to RDTS there was a reduction in SOD activity after 6h, and in CAT activity
after 6 and 24 h of exposure. CAT activity was also reduced in fish exposed to RDT1,
after 24h. GPx activity was higher in fish exposed to RDT5, for 24 and 96h. GSH content
was lower in fish exposed to RDT1 and RDT5 for 24h, but increased after 96h exposure
to RDTS. Fish exposed to RDS for 6 and 24h showed a decrease in GST activity. An
increase in LPO was verified only in fish exposed to RDT1, for 6h. AChE activity was
inhibited in the brain of fish exposed to RDT1 e RDT5 for 96h. Considering these results,
we can conclude that acute exposures to RD and RDT interfered with antioxidant
defenses and biotransformation and inhibited AChE activity. It was also verified that
RDT is more toxic in comparison to RD, although only RD has led to LPO. Thus, it can
be suggested that both glyphosate-based herbicides promote a disruption in antioxidant
defenses, however they probably act thought different mechanisms or routes, since the
alterations observed were not corresponded between them. This distinction in



mechanisms of toxicity probably reflects the differences in the surfactant composition
used in each formulation of Roundup.

Keywords: Acetylcholinesterase. Antioxidant defenses. Glyphosate. Prochilodus
lineatus. Roundup®. Roundup Transorb®.
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1 INTRODUCAO

1.1 POLUICAO AQUATICA

Embora trés quartos da superficie da Terra sejam compostas de agua,
a maior parte ndo esta disponivel para consumo humano pois 97% s&o agua salgada,
encontrada nos oceanos e mares e 2% formam geleiras inacessiveis. Apenas 1% de
toda a agua é doce e pode ser utilizada para consumo do homem e animais. E deste
total 97% estdo armazenados em fontes subterraneas. Por essa raz&o, o uso racional e
a manutengao da qualidade da agua existente tornam-se essenciais.

A poluicdo aquatica estd comumente associada com a descarga de
efluentes domésticos, industriais ou agricolas (MANSON, 1996). Quando analisamos o
uso da agua pela populagdo no mundo, vemos que a maior parte do consumo, cerca de
70%, esta relacionada a agricultura (NEBEL; WRIGHT, 1998). Esta situagao leva a um
aumento da concentracédo de efluentes desta atividade na agua. Dentre os principais
efluentes podemos citar a grande quantidade de agrotdoxicos que € utilizada nessa
pratica e que como resultado final, alcanga os corpos d’agua.

Os agrotoxicos sdo substancias quimicas utilizadas combater, prevenir
ou controlar uma praga. Existem varias classes de agrotoxicos, como inseticidas,
herbicidas, fungicidas, raticidas entre outros. Cada grupo apresenta varios itens com
diferentes principios ativos, diferentes modos de agdo e consequentemente, variados
niveis de toxicidade. Os herbicidas estdo entre os agrotoxicos mais utilizados na
agricultura.

Segundo Rand et al. (1995) a introducado de herbicidas nos ambientes
aquaticos pode ocorrer de diversas maneiras: acidentalmente durante a fabricagao,
durante as aplicagbes (como por exemplo, por meio da pulverizagdo aérea), ou pelo
escoamento superficial dos solos apds aplicagdes nas lavouras. As aplicagoes
repetidas na agricultura e em pastagens sao consideradas as maiores rotas de
movimento de pesticidas para os corpos d’agua (NIMMO, 1985; JIRAUNGKOORSKUL
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et al.,, 2002). Ainda podem ser aplicados diretamente nos meios aquaticos para a
eliminagdo de espécies indesejaveis como plantas, algas e vetores de doencas
humanas (RAND et al., 1995).

Embora a maior parte dos paises exija testes de toxicidade com
organismos aquaticos para registro de novos agrotdxicos, os estudos sao conduzidos
principalmente, com espécies de ambiente temperado, e geralmente os paises tropicais
se pautam nessas informagdes. Poucos estudos envolvendo os efeitos toxicos de
agrotoxicos para organismos aquaticos foram desenvolvidos nos tropicos com espécies
tropicais, tanto para questdo de registro de produtos como para analise de impacto no
ambiente aquatico (LACHER; GOLDSTEIN, 1997).

A presenca de herbicidas no meio aquatico pode causar alteragdes nas
comunidades aquaticas, podendo levar inclusive a mortalidade em massa. De forma
geral, os poluentes podem exercer seus efeitos de varias maneiras, dependendo das
caracteristicas do corpo d’agua receptor, da comunidade biologica presente no local e
do proéprio poluente. Em alguns casos, os agentes toxicos podem matar os animais; em
outros, concentragbes menores desses agentes podem promover efeitos subletais.
Alguns poluentes podem se acumular em tecidos dos organismos e exercer seus
efeitos apds exposigao prolongada a concentragdes muito baixas, que dificiimente sao
detectadas quimicamente (ABEL, 1989).

Para monitorar a situagéo dos corpos d’agua, o Conselho Nacional Do
Meio Ambiente (CONAMA - resolugdo n° 357/2005) determina que a qualidade dos
ambientes aquaticos seja avaliada por indicadores biologicos, utilizando-se organismos
e/ou comunidades aquaticas. Varios sao os parametros utilizados que podem ser
utiizados como indicadores bioldgicos. Peixes e invertebrados aquaticos sao
considerados bons indicadores, pois podem acumular pesticidas em concentragdes
muito maiores do que as da agua, uma vez que esses compostos podem se ligar a
matéria organica que é ingerida por esses animais (NIMMO, 1985). Os biomarcadores
também representam uma classe de indicador biolégico muito importante, pois
representam qualquer alteragado bioldgica relacionada a presenca de um composto
quimico no ambiente no nivel individual, indicando um desvio do estado normal que nao
pode ser detectado no organismo intacto (VAN GESTEL; VAN BRUMMELEN, 1996).
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Os biomarcadores sao excelentes ferramentas para monitorar a saude do ecossistema
aquatico e fazem parte de varios programas modernos de monitoramento ambiental
(MARTINEZ et al., 2006).

1.2 BIOMARCADORES B10oQuiMICOS

Os biomarcadores bioquimicos sdo normalmente os primeiros sinais de
alteragbes bioldgicas a serem detectados, em razdo da presenga de poluentes, além
disso, sdo sensiveis a varias classes de poluentes, apresentam alta especificidade e
fornecem informacgdes a respeito do efeito metabdlico causado pelo xenobidtico (VAN
DER OOST et al., 2003). Dentre os biomarcadores bioquimicos, os mais extensamente
investigados sdo as alteragbes da atividade da acetilcolinesterase, as enzimas
envolvidas na detoxificacdo de xenobidticos e de seus metabdlitos, as enzimas e

compostos antioxidantes e os marcadores de danos oxidativos.

1.2.1 Acetilcolinesterase

As colinesterases hidrolisam a acetilcolina nas sinapses colinérgicas
dos animais. Duas colinesterases estdo presentes nos vertebrados, a
acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BChE). A distribuicdo dessas
enzimas depende da espécie e do tecido em questdo. As diferengas entre as duas
estado principalmente relacionadas ao excesso de substrato, que inibe a atividade da
AChE, mas ndo interfere na atividade da BChE (NUNES-TAVARES et al., 2002). A
BChE parece estar envolvida em processos de detoxificacdo, metabolismo de lipideos,
regeneragao celular, regulacao de proliferagao celular e na diferenciacdo neural durante
o desenvolvimento inicial (MACK; ROBITZKI, 2000).
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A atividade da AChE é utilizada como biomarcador ha bastante tempo.
A inibicdo da atividade é reconhecida para peixes expostos a carbamatos e
organofosforados (MONSSERRAT et al., 2002). Os ensaios para AChE em diferentes
tecidos como biomarcador sdo métodos sensiveis para detecgdo contaminacio
aquatica por varios herbicidas (SANCHO et al., 2000). Os ensaios sao realizados
principalmente com cérebro e musculo, sendo que a atividade no cérebro € mais bem
estudada em relagdo ao musculo (FERRARI et al., 2007).

Apesar de ser um biomarcador amplamente empregado por muitos
anos, as variagoes da atividade da acetilcolinesterase em peixes expostos a pesticidas
ainda nao estdo bem compreendidas. Em jundias (Rhamdia quelen) expostos a trés
herbicidas, clomazone (isooxazolidinone), quincorac (quinoline) e metilsulfuron
(sulfonilurea), em diferentes concentragdes, observou-se que o clomazone inibiu a
atividade da enzima no cérebro e no musculo, em todas as concentragdes enquanto o
quinclorac e o metilsulfuron aumentaram a atividade no cérebro e diminuiram-na no
musculo (MIRON et al., 2005). Glusczak et al. (2006) estudaram a atividade da AChE
em Leporinus obtusidens, piavas, expostos a diferentes concentragdes de Roundup® e
observaram diminuicdo da atividade da enzima no cérebro, independente da
concentracao utilizada. O mesmo resultado se confirmou em outro estudo, com jundias
expostos a duas concentracdes do mesmo herbicida, onde houve diminuigdo da
atividade da enzima no cérebro (GLUSCZAK et al., 2007).

Disturbios na atividade da AChE pode afetar a locomogao e o equilibrio,
apetite, fuga e comportamento reprodutivo (BRETAUD et al., 2000). O sistema
neuromuscular em peixes € principalmente colinérgico e sua atividade é essencial para
o comportamento e fungdo muscular normal (PAYNE et al., 1996). A inibicdo da AChE
muscular causa hiperestimulagdo das fibras musculares podendo levar a tetania,
paralisia ou morte (KIRBY et al., 2000).
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1.2.2 Enzimas de Detoxificacdo de Xenobidticos

Quando um xenobidtico entra no organismo, ele passa por um processo
de biotransformacéo, ou seja, conversao, catalisada por enzimas, de um composto em
uma forma mais soluvel em agua e que assim possa ser excretado mais faciimente
(VAN DER OOST et al., 2003). Esse processo ocorre, em maior quantidade no figado e
normalmente em duas fases. Na fase | (Fig. 1), o composto passa por reagdes de
oxidagao, redugao e hidrélise, tornando-se um substrato adequado para as reagdes de
fase Il (MARTINEZ, 2006). As reacdes de fase | sao catalisadas pelas enzimas do
citocromo P450. Para peixes, a principal familia de enzimas envolvidas nesse processo
€ a CYP-1A. Neste processo ocorrem varias reagoes de oxidacdo e reducdo que
resultam na incorporacéo de um atomo de oxigénio, proveniente do oxigénio molecular,
ao composto original, formando assim um composto que podera ser excretado ou

entrara na fase |l da biotransformacéao.

.| T

l'l:RH
B
NADPH+ H' Pt
w0,

- H,O ROH
e i M P
NADPF -

* I‘.IE. GI'* — PA50 * — RH ﬁ'

Figura 1 — O sistema do citocromo P450. P450*3: citocromo P450 com o ferro no estado
oxidado (Fe™); P450*2: citocromo P450 com o ferro no estado reduzido (Fe*?); RH:
substrato/xenobiético; e: elétron. Fonte: Martinez (2006), adaptado de Landis e
Yu (1995).

L J
L4

As reacdes de fase Il envolvem a conjugagdo do xenobidtico, na sua
forma original ou seus metabdlitos, com compostos enddgenos, soluveis em agua,
presentes nas células em altas concentragdes, e resultam no aumento da solubilidade
na agua e nas taxas de eliminagao, reduzindo assim a toxicidade. Como as enzimas de
fase Il parecem ser influenciadas pela exposicédo a varios xenobidtico, existe grande

interesse no seu uso como biomarcadores (MARTINEZ et al., 2004).
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As glutationa S transferases (GST) constituem uma grande familia de
enzimas multifuncionais envolvidas na conjugacdo de xenobidticos e produtos da
peroxidagao lipidica ao tripeptideo GSH. As GST’s também sio importantes na sintese
de prostaglandinas e leucotrienos e na resisténcia ao cancer, pois varios produtos
aldeidicos enddgenos e muitas drogas utilizadas no tratamento que ativam a P450
podem danificar o DNA se n&o forem metabolizadas. Sdo amplamente distribuidas em
bactérias, fungos, plantas e animais, presentes no citosol e no nucleo celular. Existem
quatro classes principais: alfa, mi, pi e teta, com duas classes menores sigma e kapa.
Os ensaios em laboratério normalmente medem a atividade total da GST (HERMES-
LIMA, 2004).

A atividade da GST € um bom biomarcador, pois essa enzima é
relacionada com o detoxificacdo de xenobidticos. De acordo com a situacdo, sua
atividade pode estar aumentada ou diminuida. Camargo et al. (2006) encontraram
aumento da atividade da GST em curimbas em um rio contaminado. Monteiro et al.
(2006) também observaram aumento da atividade desta enzima em Brycon cephalus

expostos ao metil paration.

1.2.3 Defesas Antioxidantes

As defesas antioxidantes tem a funcdo de neutralizar moléculas que
apresentam grande capacidade reativa, normalmente moléculas com oxigénio,
chamadas espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como anion superoxido (O2) e o
radical hidroxil (OH). As EROs sao formadas normalmente em fungdo do metabolismo
oxidativo de células aerdbias e devido ao seu grande poder oxidativo sdo rapidamente
neutralizadas pelos antioxidantes. Além de enzimas, os animais contam também com
antioxidantes ndo enzimaticos como vitamina E, vitamina C, carotendides, e o
tripeptideo GSH (HERMES-LIMA, 2004).

A superoéxido dismutase (SOD) é a primeira enzima da via antioxidante.

Ela catalisa a reagcdo entre o anion superdéxido e a agua, formando peréxido de
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hidrogénio. As SODs constituem uma familia de quatro tipos de enzimas, composta por
duas formas de cobre-zinco SOD (CuZn-SOD), uma intracelular e outra extracelular,
uma forma de manganés SOD (Mn-SOD) e outra de ferro SOD (Fe-SOD). A CuzZn-SOD
€ a mais abundante, estando presente no citosol e também nos lisossomos,
peroxissomos, nucleo e mitocondrias e distribuida em todos os tecidos. A Mn-SOD esta
localizada na mitocdndria e corresponde a aproximadamente 10% da atividade total da
SOD. A Fe-SOD nao é observada em animais, estando presente apenas em bactérias e
algumas plantas. Os ensaios enzimaticos mais comumente empregados verificam
normalmente a apenas a atividade da CuZn-SOD (HERMES-LIMA, 2004).

A atividade dessa enzima pode apresentar-se aumentada em animais
expostos a contaminantes. Costa et al. (2008) encontraram um aumento de 81% na
atividade da SOD no figado e reducdo de 27% no musculo em girinos expostos a
1mg.L™" de Roundup®. Monteiro et al. (2006) também observaram aumento da SOD no
figado do matrinxa, Brycon cephalus, expostos ao inseticida metil paration. Oruc et al
(2004) em seu estudo com tilapias e carpas expostas ao inseticida 2,4-D e ao
Azinfosmetil, também encontraram a atividade da SOD aumentada na branquia dos
animais.

As catalases (CAT) sao enzimas que catalisam a quebra do peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio. Estdo presentes nos peroxissomos, podendo estar em
pequenas quantidades nas mitocondrias do coracdo. Nos vertebrados, a CAT esta
presente em todos os tecidos, com alta atividade nos eritrécitos, figado, rim e tecido
adiposo, tendo baixa atividade no cérebro (HERMES-LIMA, 2004). A atividade da
catalase pode estar aumentada ou diminuida nos animais expostos a xenobidticos
(VAN DER OOST et al.,, 2003). Assim, a analise da toxicidade de um contaminante
levando em conta apenas a CAT nao é suficiente, sendo necessario sempre outro
parametro bioquimico envolvido, tendo em vista que nao existe relacéo direta entre sua
inibicdo ou ativagao.

Monteiro et al. (2006) observaram aumento da atividade da CAT em
figado de Brycon cephalus expostos ao metil paration. Ja Costa et al. (2008) verificaram
aumento da CAT no figado e inibigdo no musculo de girinos expostos ao Roundup®. Em

um estudo feito por Langiano et al. (2008) foi observado o aumento da atividade da
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CAT em figado de curimbas, Prochilodus lineatus, expostos ao Roundup® por 24 horas,
enquanto que nos outros tempos, nao houve alteragédo da atividade da enzima.

Uma outra peroxidase encontrada na via antioxidante € a glutationa
peroxidase (GPx), uma familia de quatro tipos diferentes de enzimas selénio-
dependentes. A GPx classica catalisa a decomposicdo de varios hidroperoxidos
organicos, inclusive o peroxido de hidrogénio, utilizando o tripeptideo glutationa (GSH)
como co-substrato. Esta enzima esta presente em todos os vertebrados, tendo maior
atividade em o6rgdos com maior demanda energética como figado, bréanquias, rim,
sendo excepcionalmente menos ativa no cérebro. O segundo tipo € uma GPx que age
em peroxidos fosfolipidicos, estando presente na maioria dos tecidos, mas com
atividade muito menor que a GPx classica. O terceiro tipo € uma GPx plasmatica, que é
sintetizada principalmente no rim. O quarto tipo € a GPx gastrointestinal, presente no
epitélio do trato gastrointestinal, relacionada com a defesa contra ingestdo de
hidroperdxidos (HERMES-LIMA, 2004). A maioria dos ensaios enzimaticos determinam
a atividade da GPx classica, cuja atividade pode ser induzida pela presenca a
determinados contaminantes, como mostrado por alguns estudos com animais expostos
a diferentes contaminantes (ORUC et al., 2004; MONTEIRO et al., 2006; SANTOS et
al., 2006).

A glutationa reduzida (GSH) é o principal antioxidante ndo enzimatico
dos seres vivos, que atua como radical ou como substrato para enzimas degradando
compostos toxicos. Em cada caso, ela é oxidada a GSSH, que em condi¢gdes normais é
regenerada a GSH pela acdo da glutationa redutase (GR). Ocorrendo alteragcbes de
disponibilidade da GSH, a agdo das enzimas relacionadas a ela (GST, GPx e GR) pode
também ser alterada (HERMES-LIMA, 2004; MARAN et al., 2009).

1.2.4 Marcadores de Danos Oxidativos

Quando a producao de EROs é maior que a capacidade da célula em

degrada-las, passamos a ter um quadro de estresse oxidativo. Nesta situagao, pode-se
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verificar inativagcdo enzimatica, danos ao DNA, peroxidagao lipidica e por fim, morte
celular. O processo de peroxidacao lipidica € considerado a maior causa de injuria e
morte celular. Basicamente, consiste de uma reagdo em cadeia, na maioria das vezes
catalisada por metais de transicdo, que sado oxidantes fortes causando a quebra dos
acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) dos fosfolipideos das membranas. O processo
comega com a remogao de um atomo de hidrogénio dos PUFAs e o radical formado
reage com um atomo de oxigénio formando o radical lipoperoxil. Este radical pode
continuar a cadeia ou interagir com outro PUFAs, recomegando a reacdo (HERMES-
LIMA, 2004).

As EROs podem atacar enzimas e proteinas estruturais das células,
levando a uma modificacdo oxidativa, e consequentemente, a diversos processos
fisiologicos e patolégicos (GLUSCZAK et al., 2007). Sabe-se que contaminantes como
agrotoxicos podem induzir a formacédo de EROs, resultando em um desequilibrio entre
0s mecanismos de defesa antioxidantes e a producao de pré-oxidantes. A peroxidagao
lipidica induzida por poluentes como pesticidas tem sido observada em varias espécies
de peixes (AHMAD et al., 2006; GLUSCZAK et al., 2006 e 2007; MONTEIRO et al.,
2006).

1.3 HERBICIDAS ROUNDUP® E ROUNDUP TRANSORB®

O Brasil é o quarto pais do mundo e o primeiro da América Latina em
consumo de agrotoxicos. Dentro do pais, os estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e
Parana sdo os responsaveis pela metade do consumo total de agrotdxicos, e os
herbicidas a base de glifosato se destacam como os mais utilizados. Atualmente, no
Parana o glifosato € herbicida mais utilizado; seu consumo no ano de 2000 representou
30% do consumo total de pesticidas (INQUE et al., 2003). Dentre os herbicidas a base
de glifosato, o Roundup® é um dos mais utilizados.

O surgimento das culturas Roundup Ready® (RR) incentivou o aumento

do uso deste herbicida. As culturas RR sdo compostas de plantas resistentes a acdo do
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Roundup®, por terem recebido um gene de uma bactéria do solo resistente ao glifosato,
Agrobacterium sp4. Sendo assim, o Roundup® é o Unico herbicida usado durante seu
desenvolvimento. Atualmente, existem soja, algoddo e milho do tipo RR. A liberagéo
para o plantio dessas culturas e o crescente mercado para este tipo de sementes, levou
a um aumento consideravel da utilizagao deste herbicida, que pode chegar 200 milhdes
de litros anuais (AENDA, 2004).

A cultura de cana-de-acgucar, que estda em plena expansao, também
utiliza o Roundup®. Em 2003, a cultura da cana-de-agucar respondeu por 8% da venda
de agrotoxicos no Brasil, ocupando o 4° lugar no ranking nacional, movimentando 251
milhdes de dolares. Armas et al. (2006) realizaram um levantamento na sub-bacia do rio
Corumbatai, em S&o Paulo, sobre os agrotéxicos utilizados no plantio da cana, e
constataram que o glifosato é o herbicida mais utilizado. Assim, com o incentivo da
producao de alcool como combustivel e a crescente exportagdo de acgucar, estima-se
que o consumo de glifosato aumente junto com a expansao do plantio de cana de
agucar.

O (¢lifosato € um herbicida do grupo das glicinas substituidas que é
absorvido pelas folhas e cauliculos novos e transportado por toda a planta, inibindo o
metabolismo de aminoacidos (AMARANTE JR et al., 2002). Este herbicida inibe a agao
da enzima 5-enol-piruvil-shiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS), que fica no cloroplasto,
e é responsavel por uma das etapas de sintese dos aminoacidos aromaticos essenciais
fenilanina, tirosina e triptofano, os quais sédo precursores de outros produtos como
lignina, alcaldides, flavondides e acidos benzodicos. Assim, a planta tem a produgao
protéica inibida e consequentemente, inibicdo do seu crescimento. Os sintomas da
acao do glifosato sobre as plantas incluem amarelamento dos meristemas, necrose e
morte em dias ou semanas. Esta via bioquimica sobre a qual o glifosato atua néo é
encontrada nos animais e isso explica sua baixa toxicidade para animais (AMARANTE
JR et a., 2002; GALLI; MONTEZUMA, 2005).

A degradagao do glifosato ocorre principalmente por microorganismos
do solo e da agua, onde o glifosato é transformado em acido aminometilfosfénico

(AMPA) (Figura 02). Ghassemi et al. (1981) concluiram que a taxa de degradagao em
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agua é geralmente menor, porque existem menos microrganismos na agua que na

maioria dos solos.

O

I
COOH-CH,-NH-CH,-P-OH
= -

Gl 'El'n-sam OH
/ Y
Y
| L O
‘ 1 "
CDDH-CH;--NH-E’H; NH;-'C'I'IZ-lP-'DH
OH

Sarcosina Acido Aminometil fosfonico

Figura 2 — Degradacao do glifosato por bactérias do solo,
com produgdo dos metabdlitos: acido
aminometilfosfénico (AMPA) e sarcosina. Fonte:
Dick e Quinn, 1995.

A toxicidade deste composto € considerada baixa, embora em
ambientes aquaticos, a toxicidade do glifosato seja acentuada com o aumento da
temperatura e do pH (AMARANTE Jr et al., 2002). Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (WHO) a LDsy oral do glifosato puro em ratos é de 4230 mg/Kg. A CLsy do
glifosato para a truta arco iris (Oncorhyncus mykiss) € entre 140 a 240 mg/L
dependendo do tempo de exposicao (GIESY et al., 2000).

Existem mais de 90 marcas comerciais de herbicidas contendo o
glifosato como ingrediente ativo no mundo (HEAP, 1997). As formula¢des encontradas
no mercado contém em sua formula o sal de isopropilamina e o restante sao
ingredientes inertes, que atuam como solventes, surfactantes, conservantes e outras
fungdes (BRAUSCH; SMITH, 2007). Os surfactantes tém a finalidade de aumentar a
superficie de contato da gota do produto com a folha, atingindo mais pontos de
permeabilidade e aumentando a aderéncia.

O Roundup® é um herbicida a base de glifosato (N-(fosfometil)glicina),
que apresenta o principio ativo na forma de sal de isopropilamina. E classificado como
nao-seletivo, sistémico, para ser aplicado pés-emergéncia em diversas culturas, anuais

e perenes, como soja, milho, café, citros, mag¢a, fumo, uva, cana-de-agucar, pastagens
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(GALLI; MONTEZUMA, 2005). E um herbicida de amplo espectro, servindo também
para o controle de planta invasora aquatica em lagos, canais e agua corrente. E
comumente usado em plantagdes de arroz e soja em concentragdes de 0,36 a 2,16
mg.L”" (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). Possui grande solubilidade na agua e meia
vida de 30 a 90 dias, dependendo do tipo de solo e do nivel de matéria organica
(RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). O Roundup® apresenta contém 48% de glifosato sob
a forma de sal de isopropilamina e o amino polioxietileno (POEA) como surfactante, é
classificado como pouco perigoso ao meio ambiente (classe V) e € comercializado no
Brasil desde 1984. O POEA aumenta a toxicidade do composto, por ser muito mais
téxico que o glifosato. Giesy et al. (2000), demonstraram que a CLso do Roundup® para
truta arco-iris variou de 8,2 a 27 mg.L'1, dependendo do tempo de exposi¢cdo, enquanto
que a do POEA variou de 0,65 a 7,4 mg.L™" e a do glifosato variou de 140 a 240 mg.L™",
indicando que o composto é muito mais téxico que o glifosato, sendo que a grande
toxicidade aquatica do Roundup® ¢ atribuida ao POEA.

O Roundup Transorb® (RDT) contém 64,8% de glifosato, também na
forma de sal de isopropilamina. O surfactante desta férmula € um segredo da marca,
sabe-se apenas que se trata de uma mistura de surfactantes contendo 15% de POEA e
outras substancias nao divulgadas (HOWE et al., 2004), recebendo esta mistura a
terminologia de tecnologia Transorb®. A diferenca basica entre os dois produtos esta
relacionada com o tempo necessario para a agao do produto, com o RDT apresentando
uma penetracdo muito mais rapida quando comparado ao Roundup® O RDT foi
desenvolvido para ser aplicado em condi¢gdes de tempo ruim, ou seja, com grandes
periodos de chuva. Este produto seria absorvido pela planta em apenas uma hora apos
a aplicacao, enquanto que a outra formulagao precisa de pelo menos, quatro horas para
ser absorvido em quantidades suficientes. Diferentemente do Roundup®, o Roundup
Transorb® é classificado como perigoso ao meio ambiente (classe ) e é
comercializado no Brasil desde 1998.

Estudos mostram que o Roundup Transorb® é muito mais toxico que o
RD. Santos et al. (2004), mostraram que bactérias do género Bradyrhizobium expostas
a diferentes formulacdes de glifosato, apresentaram inibicdo de crescimento acima de

94% para o Roundup Transorb®, enquanto que o Roundup® apresentou toxicidade bem
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menor, inibindo aproximadamente 27% o crescimento. Essa toxicidade aumentada
provavelmente nao seja devida a mais alta concentracao de glifosato do RDT, tendo em
vista a baixa toxicidade deste componente, e sim ao surfactante da férmula. Lorenzo et
al. (2003), mostraram que o peixe Aphanius iberus n&o resiste a concentragbes
superiores a 40 mg.L'1 de Roundup Transorb®, enquanto que tolera uma concentracao
dez vezes maior de Roundup®. Contudo, devido ao desconhecimento do surfactante
utilizado e também pelo pouco tempo que o produto estd no mercado, existem poucos
estudos com a formulagdo RDT. Recentemente, foi langado no mercado um novo
produto chamado Roundup Ultra®, que utiliza a chamada tecnologia Transorb 2° a qual
seria uma mistura semelhante aquela encontrada no Roundup Transorb®. Esse fato
demonstra que estes produtos provavelmente terdo seu uso incentivado, mesmo que
nao haja dados sobre a toxicidade destas substancias, nem ao menos o conhecimento
do que esta sendo langado no ambiente.

Assim, apesar do crescente aumento do consumo do herbicida
Roundup Transorb®, a literatura sobre suas propriedades toxicoldgicas e
ecotoxicoldgicas ainda é escassa. Mesmo considerando o Roundup®, os estudos ja
realizados foram feitos principalmente com espécies de ambiente temperado, sendo
poucos com espécies tropicais. Além disso, ndo ha estudos que integram varios
parametros bioquimicos em um mesmo trabalho. Portanto, mais estudos de avaliagao
dos efeitos dos pesticidas da familia Roundup sao necessarios para uma melhor
compreensao das vias de atuacgao destes produtos e os perigos que eles representam

para o meio ambiente.

1.4 CURIMBA (PROCHILODUS LINEATUS)

O curimba (Prochilodus lineatus) (VALENCIENNES, 1847) (Fig. 3) é
uma espécie neotropical de agua doce, pertencente a ordem Characiformes, familia
Prochilodontidae. Esta espécie € uma das mais abundantes e importantes da regido Sul

e Sudeste do Brasil, sendo bastante utilizada na alimentagdo humana (MARTINEZ;
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SOUZA, 2002). A principal caracteristica da familia Prochilodontidae é a boca protratil
em forma de ventosa, com labios carnosos, sobre os quais estdo implantados
numerosos dentes diminutos dispostos em fileiras. As escamas sao asperas e a
coloragao é prateada. Os curimbas podem alcancar de 30 a 80 cm de comprimento total
e realizam longas migragdes reprodutivas. Sao capturados em grandes cardumes,
sendo espécies importantes comercialmente, principalmente para as populagbes de
baixa renda.

Por se tratar de uma espécie de fundo e detritivora, os espécimes de P.
lineatus sdo muito suscetiveis a contaminacdo, pois podem incorporar poluentes
presentes tanto na agua como no sedimento. Estes peixes apresentam grande
importancia para estudos ecotoxicoldgicos, pois tem se mostrado sensiveis a diversas
classes de poluentes ambientais, sendo considerado um potencial bioindicador para o
monitoramento ambiental. Possuem ainda uma biologia bastante conhecida e sao
utilizados em muitos trabalhos da area (MARTINEZ et al., 2004; CAVALCANTI et al.,
2008; LANGIANO; MARTINEZ, 2008).

Figura 3 — Exemplar jovem de curimba,
Prochilodus lineatus.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos agudos de dois herbicidas a base de glifosato,
Roundup® e Roundup Transorb®, para a espécie de peixe nativa Prochilodus lineatus,

por meio da analise de biomarcadores bioquimicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar testes de toxicidade aguda (6, 24 e 96h) com exemplares
jovens de P.lineatus expostos a dois diferentes produtos comerciais a base de glifosato:
Roundup® e Roundup Transorb®;

- Avaliar se os herbicidas alteram a atividade cerebral e muscular da
acetilcolinesterase;

- Avaliar se os herbicidas interferem na atividade hepatica de uma
enzima de biotransformacao (glutationa transferase);

- Avaliar se os herbicidas alteram a atividade hepatica de enzimas
antioxidantes (superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e o conteudo
hepatico de antioxidante ndo enzimatico (glutationa reduzida);

- Avaliar se os herbicidas promovem danos oxidativos no figado
(peroxidacao lipidica);

- Comparar os efeitos dos dois herbicidas com base nos biomarcadores

analisados em P. lineatus.
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A exposicdo aguda ao Roundup® promove estresse oxidativo e

inibicdo da acetilcolinesterase no peixe Prochilodus lineatus

Kathya Assmann Modesto e Claudia B. R. Martinez
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A exposicdo aguda ao Roundup® promove estresse oxidativo e inibicdo da
acetilcolinesterase no peixe Prochilodus lineatus

Kathya Assmann Modesto e Claudia B.R. Martinez*
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
Parana, Brasil. C.P. 6001. CEP 86051-990.

*corresponding author. Tel.: +55-43-33714650; fax: +55-43-33714207; E-mail address:
cbueno@uel.br (C. B. R. Martinez).

RESUMO

O Roundup®, cujo principio ativo é o glifosato, € um dos herbicidas mais utilizados no
mundo. Neste trabalho foram avaliados os efeitos deste herbicida para o peixe
neotropical Prochilodus lineatus através da analise da atividade hepatica das enzimas
antioxidantes SOD, CAT, GPx e GST, quantidade de GSH, ocorréncia de
lipoperoxidacdo (TBARs) e atividade da AChE no cérebro e musculo. Juvenis de P.
lineatus foram expostos a 10 mg.L”" de Roundup® (RD) ou apenas a agua (CTR) por 6,
24 e 96h e amostras de figado, cérebro e musculo foram coletadas. Apds 24h de
exposicao ao RD os peixes apresentaram reducdo na atividade da SOD e GPx e
aumento no conteudo de GSH, em relagdo aos respectivos CTR. Apds 24 e 96h os
peixes dos grupos RD apresentaram aumento na atividade da GST e peroxidagao
lipidica em relagao aos dos CTR. A atividade da AChE foi inibida no cérebro apds 96h e
no musculo apds 24 e 96h de exposi¢ao. Estes resultados mostram que a exposicao
aguda ao Roundup® promove a estimulacdo da biotransformacao(GST), interfere nas
defesas antioxidantes do animal levando a ocorréncia de peroxidacao lipidica, além de

inibir a acetilcolinesterase, tanto no cérebro quanto no musculo de P. lineatus.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase. Biomarcadores. Estresse oxidativo. Glifosato.

Peixe. Prochilodus lineatus. Roundup ®.
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1 Introducéo

Atualmente, dentre os herbicidas mais utilizados destaca-se o glifosato, que
pertence ao grupo quimico das glicinas substituidas e € classificado como n&o-seletivo
e de agao sistémica. Este pesticida apresenta largo espectro de agéo, o que possibilita
o controle de plantas invasoras anuais e perenes (GALLI; MONTEZUMA, 2005). O
glifosato € considerado pouco téxico pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2004),
nao € bioacumulavel em animais terrestres e aquaticos e € amplamente usado no
mundo devido a sua alta eficiéncia, baixo custo e o fato de ser rapidamente degradado
pelo meio ambiente (GIESY et al., 2000). Entretanto, uma das mais conhecidas
formulacdes comerciais a base de glifosato, que é o Roundup®, é considerada mais
téxica, devido a adicdo do surfactante amino polioxietileno (POEA) ao produto
(AMARANTE et al., 2002). A maior toxicidade do POEA, quando comparada ao
ingrediente ativo glifosato, ja foi mostrada em alguns trabalhos para diferentes
organismos (TSUI; CHU, 2003; WANG et al., 2005; CONTARDO-JARA et al, 2009). O
POEA é uma substancia ndo-idnica usada na formulacédo do herbicida para aumentar a
eficacia de seu ingrediente ativo, o glifosato, promovendo a penetragdo deste na
cuticula da planta (BRAUSCH; SMITH, 2007). O Roundup® é um dos herbicidas mais
utilizados no mundo (Jiraungkoorskul et al., 2002), e o rapido aumento de seu uso na
agricultura deve-se ao cultivo de culturas geneticamente modificadas (Roundup
Ready®) para tolerar este herbicida (GIESY et al., 2000). Além disso, no Brasil, a
expansao da cultura de cana de agucar também tem contribuido para o aumento do
consumo de Roundup®, tendo em vista que ele é o principal herbicida utilizado no
plantio desta cultura (ARMAS, 2006).

Devido a elevada solubilidade do Roundup® na agua e seu extenso uso no
ambiente aquatico, como em sistemas de aguas rasas, como as culturas de arroz, e
para o controle de macroéfitas aquaticas (CARVALHO et al. 2005), os efeitos deste
herbicida para organismos aquaticos precisam ser melhor conhecidos (TSUI; CHU,
2003). Alguns estudos ja mostraram que o Roundup® é téxico para peixes e pode
promover alteragdes morfo-funcionais nestes animais. Jiraungkoorskul et al (2002)

mostraram que a exposicdo ao Roundup® induz alteragdes histologicas em branquias,
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figado e rim da tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus. Para os peixes neotropicais
Leporinus obtusidens e Rhamdia quelen a exposicdo ao Roundup® inibiu a atividade da
acetilcolinesterase cerebral e gerou alteragdes metabdlicas (GLUSCZAK et al., 2006 e
2007). Alguns autores também ja mostraram que o Roundup® pode ser genotodxico do
para peixes. Cavas e Konen (2007) observaram que Carassius auratus expostos ao
herbicida apresentaram aumento dose dependente nas frequéncias de micronucleos,
de anormalidades nucleares e de quebras no DNA. Para a espécie de peixe neotropical
Prochilodus lineatus, exposigcdes agudas a concentragdes subletais de Roundup®
promoveram alteracdes metabdlicas associadas a resposta de estresse e alteracdes
histolégicas no figado (LANGIANO; MARTINEZ, 2008) e também danos no DNA
(CAVALCANTE et al., 2008). Entretanto, para a melhor compreensédo das possiveis
acdes toxicas deste herbicida em peixes, mais informagdes sobre seus efeitos sao
necessarias.

Muitos xenobidticos, como os pesticidas, podem produzir espécies reativas de
oxigénio (EROs) através de alguns mecanismos, como interferéncia no transporte de
elétrons na membrana mitocondrial e subseqlente acumulo de intermediarios reativos,
inativagdo de enzimas antioxidantes, deple¢cdo de antioxidantes nao enzimaticos e
peroxidacao de lipideos de membrana (WINSTON; DI GIULIO, 1991). A producéo de
EROs associada a presenga de poluentes e o estabelecimento de estresse oxidativo
tém sido indicado como um possivel mecanismo de toxicidade em organismos
aquaticos expostos a pesticidas (OROPESA et al., 2008).

O equilibrio entre as defesas antioxidantes e a geracado de espécies reativas de
oxigénio (EROS) é fundamental para a homeostase do animal. Quando ha um
desbalango entre pro-oxidantes e defesas antioxidantes pode ser estabelecida a
situagdo denominada estresse oxidativo, na qual o excesso de geragcdo de EROs pode
levar a danos irreversiveis no DNA e outras macromoléculas e até a morte (AHMAD et
al., 2000). Os danos aos lipideos de membrana, a lipoperoxidacédo, € considerada a
maior causa de injuria e morte celular e pode ser induzida por poluentes como
herbicidas (GLUSCZAK et al., 2006). A superoxido dismutase (SOD) é a primeira
enzima na linha de defesa antioxidante e é responsavel por catalisar a conversao do

anion superoxido em peroxido de hidrogénio. O peroxido de hidrogénio é entdo
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degradado em agua e oxigénio molecular pela catalase (CAT), uma familia de enzimas
presente principalmente nos peroxissomos. Outra peroxidase bastante importante € a
glutationa peroxidase (GPx), que metaboliza uma variedade de peroxidos, inclusive o
peréxido de hidrogénio. Dentre os antioxidantes nado-enzimaticos, destaca-se a
glutationa reduzida (GSH) que atua como principal antioxidante da célula e é co-fator
para a acao GST e GPx (HERMES LIMA, 2004; MARAN et al., 2009). A glutationa-S-
transferase (GST) é uma enzima que atua no processo de biotransformacéo,
catalisando a conjugacao de uma variedade de metabdlitos, dentre eles xenobidticos, e
produtos da peroxidagao lipidica com o tripeptideo GSH, transformando o composto
téxico em uma forma mais facilmente excretavel.

A inibicdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE) é um efeito reconhecido
dos inseticidas a base de carbamatos e organofosforados para peixes (MONSERRAT et
al., 2002), mas a determinagao desta enzima em diferentes tecidos de peixes também
tem se mostrado um método sensivel para detectar a presenga de alguns herbicidas
(SANCHO et al., 2000). Peixes da espécie R. quelen apresentaram redugao significativa
na atividade da AChE apds exposicdo ao Roundup® (GLUSCZAK et al., 2007). Quando
a atividade desta enzima é reduzida, a acetilcolina ndo é quebrada e fica acumulada
nas sinapses, alterando todo o funcionamento normal do sistema nervoso (DUTTA,;
ARENDS, 2003), podendo afetar a locomogéao e o equilibrio de organismos expostos
(BRETAUD et al., 2000).

Assim, o objetivo deste trabalho foi adicionar elementos para a compreensao da
acao téxica do Roundup® para peixes. Para tanto, foram avaliadas a atividade hepatica
das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx e GST), a quantidade de GSH no figado,
ocorréncia de lipoperoxidagao ( Ensaio T-BARs) e a atividade da AChE em cérebro e
musculo de P. lineatus apds a exposicao aguda de a uma concentragao subletal de

Roundup®.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Animais

Exemplares jovens de Prochilodus lineatus (n: 72, comprimento total de 10,0 £ 1,03
cm e peso de 10,9 + 3,0 g) fornecidos pela EPUEL (Estacdo de Piscicultura da
Universidade Estadual de Londrina/PR), foram aclimatados por uma semana em
tanques de 300L, com agua desclorada e aerada. Durante esse periodo foram
alimentados a cada 48h com racdo comercial contendo 36% de proteina e nao
receberam alimentacao 48h antes de serem expostos ao composto e durante os testes

de toxicidade.

2.2 Testes de Toxicidade

Para os testes de toxicidade aguda, os animais foram colocados em aquarios de
100L contendo agua desclorada e continuamente aerada, em uma densidade de seis
animais por aquario. Um grupo de peixes foi exposto somente a agua (controle) e outro
exposto a agua contendo 10 mg.L" de Roundup® (360 g glifosato.L™ or 41% de
glifosato, Monsanto do Brasil LTDA). Essa concentragéo corresponde a 75% do valor
da CLs-96h de Roundup® determinada para P. lineatus (LANGIANO; MARTINEZ,
2008). Os testes realizados foram do tipo estatico, com duragao de 6, 24 e 96 h. Todos
os experimentos foram feitos com réplicas. Durante os experimentos foram
monitorados: temperatura, oxigénio dissolvido, condutividade e pH do &gua dos
aquarios.

Imediatamente apds serem retirados dos aquarios, os peixes foram anestesiados
com benzocaina (0,1g.L‘1) e em seguida, mortos por sec¢cdo medular. Apos 0s peixes
serem medidos e pesados; o figado, o cérebro e 0 musculo foram retirados com auxilio
de material de dissecg¢ao e mantidos congelados a 80°C negativos até o momento dos

ensaios.

2.3 Enzimas antioxidantes
Os figados foram pesados, homogeneizados (10X volume) em tampao fosfato de

potassio 0,1M, centrifugados (20 min, 15000 g, 4°C) e o sobrenadante foi separado
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para analises dos parametros bioquimicos. A atividade da glutationa-S-transferase
(GST) foi determinada de acordo com a metodologia de Keen et al. (1976), seguindo-se
a complexagao da glutationa reduzida (GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB),
em 340 nm, e expressa em nmol CDNB conjugados. min". mg de proteina™. A
atividade da cobre-zinco superéxido dismutase (CuZn-SOD) foi determinada pelo
método de Flohé e Otting (1984), que se baseia na medida da inibicdo da taxa de
reducdo do citocromo c pelo radical superéxido em 550 nm e foi expressa em U SOD.
mg de proteina”, sendo que uma U de SOD corresponde a quantidade de enzima que
promove a inibicdo de 50% da taxa de redugao do citocromo c. A atividade da catalase
(CAT) foi determinada de acordo com a técnica descrita por Beutler (1975), seguindo-se
a velocidade de decomposigao da H,0O,, através do decréscimo de absorbancia em 240
nm, e a atividade foi expressa em pmol H,O,.min"".mg de proteina™. A atividade da
glutationa peroxidase selénio dependente (Se-GPx) foi determinada pelo método de
Hopkins e Tudhope (1973), baseado na oxidagao do NADPH em presencga de H,O, em

340nm, e expressa em uymol NADPH oxidado. min.mg de proteina ",

2.4 Antioxidante ndo enzimatico
A concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi determinada pela reacédo da
glutationa com o 5,5'-ditiobis-2-acido nitrobenzoéico (DTNB), formando o tiolato (TNB) de

1

cor amarelada, em 412 nm e expressa em ug de GSH. mg de proteina ~',através de

uma curva padrao de GSH.

2.5 Peroxidacéo lipidica

A peroxidacéo lipidica no figado dos peixes foi estimada pela producédo de
malondialdeido (MDA), que é um dos produtos finais da peroxidagao lipidica. O
conteudo de MDA foi determinado através do ensaio TBARS, que mede as substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBA), em 530 nm, de acordo com a metodologia
descrita por Satoh (1978). A lipoperoxidacdo foi expressa em equivalentes de
malondialdeido (MDA) como pumol MDA. mg de proteina ™

de MDA.

, usando uma curva padrao
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2.6 Acetilcolinesterase

Os cérebros e os musculos foram homogeneizados (10X volume) em tampao
fosfato de potassio (0,1M, pH 7,5), e centrifugados (20 min, 10000 g, 4°C) e o
sobrenadante foi retirado para as analises. A atividade da enzima foi determinada com
base no método colorimétrico de Ellman et al. (1961) adaptado para leitura em
microplaca, de acordo com Alves Costa et al. (2007). A concentracao final do substrato
iodeto de acetilcolina utilizada foi de 9 mM e do reagente de cor DTNB foi de 0.5 mM,
para ambos os tecidos. A absorbancia foi determinada em leitora de microplacas em
415 nm e a atividade da enzima expressa em nmol DTNB.min.mg prot ™.

A concentracdo de proteinas de todas as amostras, em todos os ensaios
enzimaticos, foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951), usando albumina

bovina como padrao.

2.7 Andlise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo. Para todos os
parametros analisados, as diferengas entre os grupos controles e experimentais para
cada tempo experimental foram analisadas pelo teste t de student ou Mann-Whitney,
dependendo da distribuicdo dos dados e homogeneidade das variancias. Foram

considerados significativos valores de P<0,05.
3 Resultados
Durante os testes de toxicidade ndo houve mortalidade de peixes. Durante a

aclimatacéo e os experimentos, os parametros fisico-quimicos da agua mantiveram-se

constantes (Tabela 1).
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Tabela 1 — Pardmetros fisicos e quimicos da agua durante o periodo de aclimatacdo e
durante a realizagcdo dos testes de toxicidade nos diferentes tempos
experimentais, tanto para os grupos expostos apenas a agua (Controle),
quanto para os grupos expostos ao Roundup®.

Temperatura pH oD Condutividade Dureza
(°C) (mgO,.L") (uS.cm™) (mg CaCOs.L™)
Aclimatacéo 230+23 684+10 6,8+0,2 65,2+ 0,8 44
Controle 25,7+0,5 74+02 69%0,8 53,7+ 10,4 44
Experimental 250+0,0 74+01 7,0+0,8 62,8 +4,4 44

Os valores correspondem a média + EP. A dureza da agua foi determinada apenas uma vez para
cada situacao experimental.

Os resultados referentes as defesas antioxidantes estdo apresentados na Figura
1. Os peixes expostos ao herbicida, durante 24h, apresentaram redugéao significativa na
atividade hepatica da SOD e por 6 e 24h da GPx, acompanhado de um aumento
significativo no conteudo da GSH, quando comparados com os respectivos controles.
Apos 24 e 96h de exposicdo ao Roundup® os peixes apresentaram aumento
significativo na atividade da GST, em relagédo aos respectivos controles. Os animais nao
mostraram alteragdes significativas na atividade da catalase em nenhum dos periodos
de exposicdo ao Roundup®.

Os resultados do ensaio TBARS, para determinagcdo do conteudo de MDA e
estimativa da peroxidagao lipidica no figado dos peixes submetidos ao testes de
toxicidade estdo apresentados na Tabela 2. Verificou-se, em todos os tempos
experimentais um aumento do conteudo de MDA, entretanto, em virtude da elevada
variabilidade dos dados, as diferengas ndo foram comprovadas estatisticamente.
Mesmo assim, vale ressaltar que os valores de P obtidos para as analises de 24 e 96 h,
respectivamente 0,068 e 0,057, estdo muito proximos do valor de significancia
estabelecido (P < 0,05), mostrando uma forte tendéncia no aumento do conteudo de
MDA.
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Tabela 2 — Contetdo de malondialdeido (em umol MDA. mg proteina™) no figado de
Prochilodus lineatus expostos somente a agua (Controle) ou a 10mg.L™" de
Roundup® (Roundup), por diferentes tempos experimentais (6, 24 e 96h). Os
valores de P obtidos na comparagédo estatistica entre os grupos controle e
Roundup, para cada tempo experimental, estdo apresentados na coluna da

direita.

Tempo Controle Roundup Valores de P
6h 25,95 + 5,65 (5) 31,81 £ 10,65 (5) 0,640 °
24h 21,61 £ 5,02 (5) 43,55 £ 9,08 (5) 0,068 ®
96h 13,40 £ 0,97 (5) 38,27 £ 10,84 (6) 0,057 °

2 valor de P obtido no teste t de student; ° valor de P obtido no teste de Mann-Whitney

A atividade da enzima acetilcolinesterase apresentou reducao significativa no
cérebro dos peixes apos 96h de exposigdo ao Roundup®, em relagéo ao seu respectivo
controle. No musculo, a atividade da enzima também foi inibida apos 24 e 96h de

exposicdo dos peixes ao Roundup®, em relacéo aos respectivos controles (Fig. 2)
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Figura 1 — Atividade hepdtica das enzimas SOD, CAT, GPx, GST e
concentracado de GSH no figado de Prochilodus lineatus
expostos a 10mg.L™" de Roundup® (Roundup) ou somente a
agua (Ctr), por diferentes tempos experimentais (6, 24 e 96h). As
barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrao
(n: 5-6) * indica diferenga significativa em relagdo ao respectivo
controle (P<0,05).
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Figura 2 — Atividade da acetilcolinesterase no cérebro e no musculo de
Prochilodus lineatus expostos a 10mg. L™ de Roundup® ou somente
a agua (Ctr) por diferentes tempos (6, 24 e 96h). As barras indicam
a média e as linhas verticais o erro padrdo (n: 6). *indica diferenca
significativa em relagao ao respectivo controle (p<0,05).

4 Discussao

Neste trabalho um conjunto de parédmetros de estresse oxidativo de uma espécie
de peixe neotropical foi determinado para adicionar elementos para a compreensao dos
possiveis mecanismos de toxicidade do herbicida Roundup®. Existem alguns estudos
que ja analisaram os efeitos do Roundup® sobre alguns desses parametros
isoladamente (GLUSCZAK et al., 2006, 2007; LANGIANO; MARTINEZ, 2008), mas no
presente estudo verificou-se, de maneira integrada, as possiveis alteracbes nas
defesas antioxidantes e ocorréncia de lesdes oxidativas apds a exposicdo de uma
espécie de peixe ao Roundup® De modo geral, os resultados mostraram que o
herbicida estimula a via de biotransformagdo, mas reduz a atividade de algumas
enzimas antioxidantes, e leva a ocorréncia de peroxidacao lipidica. Além disto, o
herbicida mostrou atividade anticolinesterasica tanto no cérebro quanto no musculo.

Quando se analisa a atividade das enzimas antioxidantes, deve-se considerar
que existe uma via complexa de regulacdo destas enzimas e que suas atividades
resultam de dois processos: producao e inativacido. A carbonilacdo de proteinas, devido
a acao direta de espécies reativas de oxigénio (EROs), pode causar perda de atividade
enzimatica, assim como alguns produtos de peroxidagao lipidica podem reagir com

residuos de aminoacidos, alterando a fungdo da proteina. Sendo assim, muitas das
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enzimas envolvidas no processo de defesa antioxidante também podem ser inativadas
pelo excesso de oxidantes, e muitas vezes este oxidante pode ser seu préprio
substrato. A superoxido dismutase (SOD), por exemplo, pode ser inativada pelo
peréxido de hidrogénio, a catalase pelo anion superoxido e a glutationa S-transferase
(GST) é facilmente inativada por oxidantes em geral (BAGNYUKOVA et al., 2006).
Neste estudo, a inibicdo da SOD apds 24h de exposigdo ao Roundup® pode ter sido
provocada pelo acumulo transitorio de peroxido de hidrogénio no figado dos peixes.
Como a CAT nao teve sua atividade alterada apos a exposigdo ao Roundup®, pode-se
supor que houve um acumulo de peroxido de hidrogénio nas células. O perdxido de
hidrogénio € um forte oxidante que pode ter varios destinos dentro da célula. O H,O,
pode ser metabolizado pela Cat ou pela GPx, gerando H,O e O, se nao for
metabolizado, o peréxido de hidrogénio pode gerar radicais hidroxil (OH) através da
reacdo de Fenton, que é a mais reativa das EROS e reage com lipideos das
membranas plasmaticas das células (HERMES LIMA, 2004). A GPx, que também
poderia metabolizar este peréxido também teve sua atividade reduzida apds 6 e 24h de
exposi¢ao ao herbicida, contribuindo para o acumulo de H,O,, que pode entido ter
levado a reducao da atividade da SOD apds 24 horas de exposicao.

A manutencdo da atividade da catalase (CAT) observada neste trabalho em
todos os tempos experimentais esta de acordo com os resultados encontrados por
Glusczak et al. (2007), que também n&o observaram alteracdes na atividade desta
enzima no figado de Rhandia quelen expostos a 0,2 e 0,4 mg.L”' do Roundup® por 96
horas. A atividade da CAT pode ser aumentada ou diminuida em ambientes
contaminados ou ap0Os a exposi¢cado a poluentes, dependendo do agente quimico em
questdo. Moraes et al. (2007) encontraram aumento da atividade da CAT no figado de
Leporinus obtusidens expostos aos herbicidas clomazone e propanil. Pereira Maduenho
e Martinez (2008) também observaram aumento da CAT em figado de P. lineatus
expostos ao diflubenzuron. Ao contrario, Crestani et al. (2006), mostraram redug&o da
atividade hepatica da catalase em R. quelen expostos ao clomazone. Os resultados
encontrados na literatura sobre a atividade dessa enzima sao muito variados e podem
ser explicados considerando-se que o potencial antioxidante dos peixes muda de

acordo com a espécie e o seu habitat (GLUSCZAK et al., 2007). Por essa razao, a
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utilizacdo da atividade da catalase como biomarcador exclusivo de toxicidade nao é
recomendada, sendo necessaria a verificacdo da atividade de diferentes enzimas para
a compreensdo do processo (VAN DER OOST et al., 2003). Sendo assim, apesar da
CAT nao ter mostrado alteracdo de sua atividade neste trabalho, a hipétese de que a
exposig¢ao ao Roundup® gere EROS ndo pode ser descartada, pois outras enzimas da
via antioxidante mostraram alteragcéo apos a exposigao ao produto.

A reducédo na atividade da GPx observada apds 6 e 24 horas de exposicdo pode
estar relacionada com a disponibilidade do tripeptideo GSH. A GSH também atua como
o principal antioxidante ndo enzimatico das células, além de ser substrato para a
atividade da GST e da GPx, assim, dependendo da situacdo, pode haver falta do
tripeptideo para algum desses processos (MONTEIRO et al., 2006). No tempo
experimental de 6 e 24h além da concentracdo da GSH estar aumentada, a atividade
da GST também esta estimulada em 24h. Assim, pode-se supor que a GSH esteja
sendo utilizada prioritariamente como antioxidante e substrato para a GST, reduzindo
portanto a disponibilidade de substrato para a atuacdo da GPx.

Tanto a GST como a GPx contribuem para a detoxificacdo de produtos do
estresse oxidativo, sendo a contribuicdo da GST mais significante que a da GPx
(MARAN et al., 2008). Tem sido demonstrado que a atividade da GST pode estar
alterada em locais poluidos, e que a presenga de contaminantes organicos podem levar
ao aumento da atividade desta enzima (MACHALA et al., 1997). Neste trabalho, o
aumento observado da atividade da GST apds 24 e 96 horas de exposicédo, deve-se
provavelmente ao aumento do processo de biotransformacdo do xenobidtico pelo
animal exposto ao Roundup®, podendo estar ocorrendo também a metabolizagdo dos
lipoperéxidos formados na reagéo de Fenton, indicando a ativagdo dos mecanismos de
defesa. Esse aumento da atividade enzimatica condiz com o resultado encontrado por
Cavalcanti et al. (2008), que observaram aumento dos danos no DNA, através do
ensaio Cometa, de eritrocitos de P. lineatus expostos a 10 mg.L'1 de Roundup® por 96
horas. Ou seja, mesmo com o0 aumento da atividade da GST, a via de defesa néo é
suficiente para eliminar os produtos do contaminante, que acabam por gerar danos ao
DNA do animal.
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Outra consequéncia da insuficiéncia das vias antioxidantes é a peroxidagao
lipidica, que se apresenta como um dos principais indicativos de estresse oxidativo
(FALFUSHYNSKA; STOLYAR, 2009), que pode ser gerado em diversos tecidos de
peixes apds a exposigao a poluentes, como os herbicidas (AHMAD et al., 2004; MIRON
et al., 2008). No presente estudo a ocorréncia de peroxidacgao lipidica foi indicada pelo
aumento na concentracdo de MDA no figado de P. lineatus apds a exposicdo ao
Roundup® por 24 e 96 horas. A elevagdo nos niveis de MDA também ja foi descrita em
musculo do peixe R. quelen apds 96 horas de exposicédo a 0,2 e 0,4 mg.L'1 de
Roundup® (GLUSCZAK et al., 2007). O Roundup® também induziu peroxidagao lipidica
no figado e no musculo esquelético de girinos de ra touro (Lithobates catesbeiana) apés
48 horas de exposicdo a 1 mg.L™" do herbicida (COSTA et al., 2008). Esses autores
sugeriram que a geragao de espécies reativas de oxigénio e o estresse oxidativo estédo
envolvidos na toxicidade induzida pelo Roundup® e os resultados do presente trabalho
reforcam essa idéia.

A reducgdo observada neste estudo na atividade da aceticolinesterase (AChE) no
cérebro e no musculo apdés 96 horas de exposicdo, concorda com o resultado
encontrado em cérebro de L. obtusidens e R. quelen expostos ao mesmo herbicida
(GUSCZAK et al., 2006 e 2007). Mas este € o primeiro relato da inibicdo da AChE no
musculo de peixes expostos ao Roundup®. Existem varios trabalhos que relacionam a
atividade desta enzima com diferentes espécies e contaminantes (MIRON et al., 2005;
UNER et al., 2006; RODRIGUEZ-FUENTES et al., 2007; PEREIRA MADUENHO;
MARTINEZ, 2008; FAFUSHYNSKA; STOLYAR, 2009), tendo em vista que a
sensibilidade da AChE ¢é variavel entre as espécies, sendo o cérebro e o musculo os
tecidos mais utilizados nos ensaios (SANCHO et al., 2000). O acumulo de acetilcolina
devido a reducao da atividade enzimatica pode afetar a fuga e o comportamento
reprodutivo dos peixes (SAGLIO; TRIJASSE, 1998; BRETAUD et al., 2000), interferindo
diretamente na sobrevivéncia da espécie.

Os resultados do presente estudo mostraram que a exposigdo aguda ao
Roundup® estimulou a via de biotransformacdo, com o aumento da atividade da GST,
mas interferiu nas defesas antioxidantes de P. lineatus, com a reducao da atividade da

SOD e da GPx. As defesas do animal ndao foram suficientes para neutralizar as EROS,
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produzidas provavelmente durante o processo de biotransformagao, levando a
ocorréncia de peroxidagao de lipideos de membrana, indicando que a exposi¢cao ao
herbicida gera uma situacdo de estresse oxidativo. Além disso, a inibicdo da AChE
cerebral e muscular mostra que o Roundup® atua como um contaminante de agado

anticolinesterasica.
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RESUMO

O Roundup Transorb® (RDT) & um herbicida a base de glifosato com uma mistura de
surfactantes. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos hematologicos,
neurotoxicos e bioquimicos deste herbicida para o peixe neotropical Prochilodus
lineatus. Juvenis foram expostos a 1mg.L™ de RDT (RDT1), 5mg.L™" de RDT (RDT5) ou
somente a agua (CTR) por 6, 24 e 96h e sangue, figado, cérebro e musculo foram
retirados para as analises. Apds 24 e 96h, observou-se no RDT5 aumento do numero
de eritrécitos e também de leucdcitos apdés 96h. A atividade da SOD no RDT5 foi
reduzida apos 6h, assim como a da CAT apos 6 e 24h e no RDT1 apds 24h. Apds 24 e
96h, a atividade da GPx foi maior no RDT5. O conteido de GSH foi menor nos RDT1 e
RDT5 apos 24h, e maior apds 96h no RDT5. A atividade da GST foi reduzida apds 6 e
24h no RDT5, entretanto houve aumento de T-Bars no RDT1 apds 6h. A atividade da
AChE foi inibida no cérebro nos RDT1 e RDTS5 apds 96h. Assim, conclui-se que o RDT
interferiu na hematologia, enzimas antioxidantes e também a acetilcolinesterase, sendo

estes efeitos mais evidentes na maior concentragdo testada.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase. Antioxidantes. Estresse oxidativo. Glifosato. Peixe

neotropical. Roundup transorb®.
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1 Introducéo

O ¢lifosato, N-fosfometil-glicina, € um herbicida pds-emergente extensamente
usado em varios tipos de culturas. Numerosas formulagdes comerciais que contém
glifosato como ingrediente ativo tem se tornado popular em todo o0 mundo devido a sua
acao efetiva e baixa toxicidade para mamiferos (CORBERA et al., 2005). O Roundup
Transorb® (RDT), um exemplo de herbicida que utiliza glifosato como principio ativo, &
classificado como perigoso ao meio ambiente (classe lll). Este produto foi langado no
mercado americano em 1998 e esta indicado para o controle de pragas na cultura de
cana-de-agucar, café e plantas do género Citrus. O principal diferencial deste produto
em relagdo as outras formulagdes é a sua rapida translocacédo, em torno de 60 minutos
(EPA, 2005). A chamada tecnologia Transorb® permite que o produto chegue mais
rapido e em maior quantidade a raiz da planta invasora, apresentando menor risco de
perda em condigdes adversas como as chuvas. O que permite a rapidez da
translocacgao do principio ativo é o surfactante utilizado nessa formulagéo.

Os herbicidas comercializados normalmente contem surfactantes, que sao as
substancias que auxiliam a penetracéo do principio ativo na planta. Existem varios tipos
de surfactantes que sao utilizados na formulacdo dos herbicidas e normalmente essas
substancias apresentam grande toxicidade, sendo responsaveis pela toxicidade dos
produtos utilizados. A composicdo quimica do surfactante utilizado na formulagdo
Roundup Transorb® ndo é conhecida, pois esta protegida como um segredo de marca.
O que se sabe € que se trata de uma mistura contendo 15% de amino polioxietileno
(POEA) com outras substancias (HOWE et al., 2004).

Alguns estudos ja demonstraram que este produto € muito mais toxico que a
formulacdo original do Roundup® (LORENZO et al., 2003; HOWE et al., 2004; SANTOS
et al.,, 2004), entretanto, a literatura a respeito da toxicidade do Roundup Transorb®
ainda é escassa, principalmente para animais. Recentemente foi langado no mercado
um novo produto da familia Roundup, denominado Roundup Ultra®, que contém a
tecnologia Transorb® II, ou seja, provavelmente o mesmo surfactante citado acima ou

uma mistura semelhante. Isso indica que esses produtos terdo seu uso incentivado,
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apesar da falta de dados a respeito da toxicidade destes compostos para o meio
ambiente e para animais.

Para avaliar a toxicidade e os efeitos de contaminantes nos animais, os peixes
teledsteos tém se mostrado bons modelos, pois suas respostas bioquimicas séo
similares aquelas encontradas em mamiferos, assim como outros vertebrados
(SANCHO et al., 2000). O Prochilodus lineatus € uma espécie de peixe neotropical de
importancia econbmica e bastante apropriada para estudos de toxicidade, pois € uma
espécie bem estudada quanto a sua biologia, fisiologia e reprodugdo e é sensivel a
poluentes ambientais (MARTINEZ; SOUZA, 2002; MARTINEZ et al., 2004; CAMARGO;
MARTINEZ, 2006).

A exposicao de peixes a varios tipos de agentes quimicos, incluindo os que sao
comumente utilizados na aquicultura, pode induzir mudangas em algumas variaveis
hematolégicas (HEATH, 1995), que séo frequentemente usadas para avaliar a saude
do peixe (MARTINEZ; SOUZA, 2002). O estudo dos parametros sangliineos em peixes
tem sido frequentemente utilizado para a detec¢do de alteragbes fisiopatologicas em
diferentes condigdes de estresse (NUSSEY et al., 1995; RANZANI-PAIVA et al., 2005).
Parametros hematoldgicos como hematdcrito, hemoglobina, niumero de eritrocitos e de
globulos brancos séo indicadores de toxicidade com grande potencial para aplicagao
em estudos de impacto ambiental e de toxicidade em animais aquaticos (SANCHO et
al., 2000; BARCELLOS et al., 2003).

Os biomarcadores bioquimicos também representam outra boa ferramenta para
avaliar os efeitos de contaminantes e auxiliar o monitoramento ambiental (AHMAD et
al., 2004). Dentre eles, a atividade da acetilcolinesterase (AChE), uma enzima cuja
alteragao na atividade esta relacionada a contaminacgao por varios compostos (PAYNE
et al., 1995; MIRON et al., 2005; FERRARI et al., 2007). Os inseticidas
organofosforados e carbamatos sao inibidores da AChE (MONSSERAT et al., 2002),
mas alguns estudos (GLUSCZAK et al.,, 2006 e 2007) também ja mostraram que
formulagdes contendo glifosato também podem inibir a atividade da AChE em peixes.
Normalmente, a determinacdo da atividade da AChE é feita em tecido cerebral e
muscular, pois o sistema neuromuscular do peixe é principalmente colinérgico e sua

atividade é essencial para o comportamento e fungdo muscular normal (PAYNE et al.,
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1996). A inibicado da AChE no cérebro produz alteragdes no comportamento e no
musculo leva a uma hiper-estimulagao das fibras musculares, que podem gerar tetania,
paralisia e morte (KIRBY et al., 2000). Em peixes, a AChE cerebral tem sido melhor
estudada que a muscular (FERRARI et al., 2007).

Muitos poluentes podem induzir a formacao de espécies reativas de oxigénio
(EROS) (AHMAD et al., 2000), como o peroxido de hidrogénio (H203), anion superdxido
(O2), radica hidroxil (OH). Devido a sua alta reatividade, essas espécies podem causar
danos a lipideos, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos (HERMES LIMA, 2004).
Para neutralizar as EROS os animais apresentam uma via de defesa antioxidante
constituida por enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase (Cu-Zn SOD), a
catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (Se-GPx), e antioxidantes ndo enzimaticos,
como o tripeptideo glutationa (GSH). A Cu-Zn SOD é a primeira enzima da via
antioxidante, catalisa a formagdo de peréxido de hidrogénio a partir do anion
superoéxido, enquanto que a CAT catalisa exclusivamente a quebra do peroxido de
hidrogénio em oxigénio e 4gua (MARTINEZ-ALVAREZ et al, 2005). A Se-GPx é uma
enzima que catalisa a quebra de perdxidos, inclusive o perdxido de hidrogénio, e a GSH
€ um importante antioxidante ndo enzimatico. A GSH também atua como substrato para
a atividade da GPx e de outra enzima, a glutationa-S-transferase (GST), que é uma
enzima de detoxificacdo e participa da fase Il da detoxificacdo de compostos
xenobidticos (STOREY et al., 1996). A GST cataliza a conjugacéo de varios compostos
com a glutationa reduzida (OLSEN et al., 2001), transformando um xenobiético em um
composto mais facilmente excretado. Alteragdes na atividade da GST tém sido
associadas com a adaptacdo do organismo a presengca de uma variedade de
compostos orgénicos no meio ambiente (GALLAGHER et al., 2001).

Quando as defesas do animal ndo sdo suficientes para neutralizar as EROS
podem ocorrer danos oxidativos, e um dos danos mais graves € peroxidagao de
lipideos das membranas (SCANDALIOS, 2005). A peroxidacdo lipidica induzida por
herbicidas ja foi descrita para varias espécies de peixes (GLUSCZAK et al., 2006, 2007,
SEVGILER et al., 2004). Por isso, tanto a atividade das enzimas antioxidantes, como a
ocorréncia de danos oxidativos, tém sido propostas como indicadores de estresse
oxidativo mediado por poluentes (AHMAD et al., 2000; LI et al., 2003).
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Assim, considerando-se a falta de conhecimento a respeito do potencial téxico do
herbicida Roundup Transorb® para animais aquaticos e o crescente estimulo ao uso
deste herbicida, o objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos do herbicida Roundup

Transorb® em parametros hematoldgicos e bioquimicos de Prochilodus lineatus.
2 Materiais e Métodos

2.1 Animais

Exemplares jovens de Prochilodus lineatus (n: 108, comprimento total e peso
(média + desvio padrao) de 10,06 £ 1,15cm e 9,97 = 2,5 g) fornecidos pela Estacao de
Piscicultura da Universidade Estadual de Londrina, foram aclimatados por uma semana
em tanques de 300L, preenchidos com agua desclorada e aerada. Durante este periodo
os peixes foram alimentados a cada 48 h com ragdo comercial, contendo 36% de
proteina. A alimentacao foi suspensa 48 h antes do inicio dos testes e os animais nao

foram alimentados durante os experimentos.

2.2. Testes de Toxicidade

Para a realizacao dos testes de toxicidade aguda os animais foram colocados em
aquarios de 100L, preenchidos com agua desclorada e continuamente aerada, em uma
densidade de seis animais por aquario. Um grupo de peixes foi exposto somente a
agua (controle), outro exposto a agua contendo 1mg.L”" de RDT (RDT 1) e outro
exposto a agua contendo 5mg.L™" de RDT (RDT 5). Apos testes preliminares, nos quais
0s peixes nao resistiram a concentracdo de 1Omg.L'1 de RDT, optou-se por usar as
concentragdes testadas, nas quais os animais sobreviveram ao longo de todo periodo
de exposicdo. Todos os experimentos foram feitos com réplicas, sendo realizados
separadamente por 6, 24 e 96 h. Durante os experimentos, a temperatura, o oxigénio
dissolvido, a condutividade e o pH foram monitorados.

ApdOs a exposicdo os peixes foram retirados dos aquarios e imediatamente
anestesiados com benzocaina (0,1g.L™") para a coleta de sangue da veia caudal, com
seringa heparinizada. Em seguida, os animais foram sacrificados por sec¢cao medular,

medidos e pesados, e amostras de figado, cérebro e musculo branco foram retiradas,
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com auxilio de material de dissecgao, e mantidas congeladas a 80°C negativos até o

momento dos ensaios.

2.3 Parametros Hematoldgicos

Do sangue coletado, uma aliquota foi usada para a determinacéo do hematdcrito,
em capilares de microhematocrito, e do conteudo de hemoglobina, pelo método da
cianometahemoglobina, em espectrofotdmetro em 540 nm. Uma amostra de sangue
fixada em formol-citrato, foi utilizada para a determinacdo do numero de eritrécitos em
camara de Neubauer espelhada. Para a analise da série branca, esfregacos corados
com kit comercial pandético rapido LB (Laborclin Ltda, BR) foram analisados para a
contagem total e diferencial de leucocitos. Para a contagem total, foram contadas 2000

células em cada lamina e para a diferencial, 200 leucdcitos em cada lamina.

2.4 Enzimas do figado

Os figados foram pesados, homogeneizados (10X volume) em tampao fosfato de
potassio 0,1M e entdo centrifugados, durante 20 minutos, a 15000 g (4°C) e o
sobrenadante foi separado para analises dos parametros bioquimicos. A atividade da
glutationa-S-transferase (GST) foi determinada seguindo-se a complexagao da
glutationa reduzida (GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), em 340 nm, de
acordo com a metodologia descrita por Keen et al. (1976), e expressa em nmol CDNB
conjugados. min. mg de proteina™. A atividade da cobre-zinco superéxido dismutase
(CuzZn-SOD) foi determinada pelo método de Flohé e Otting (1984), que se baseia na
medida da inibicdo da taxa de redug¢do do citocromo ¢ pelo radical superéxido em 550
nm e foi expressa em U SOD. mg de proteina™. Uma U de Sod corresponde a
quantidade de enzima que promove a inibicado de 50% da taxa de redugao do citocromo
c. A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com a técnica descrita por
Beutler (1975), seguindo-se a velocidade de decomposicdo da H,O, pela enzima,
através do decréscimo de absorbancia em 240 nm, e a atividade foi expressa em pmol
H>02.min.mg de proteina™’. A atividade da glutationa peroxidase selénio dependente

(Se-GPx) foi determinada pelo método de Hopkins e Tudhope (1973), baseado na
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oxidacdo do NADPH em presenga de H,O, em 340nm, e expressa em umol NADPH

oxidado. min.mg de proteina ™.

2.5 Antioxidante ndo enzimatico

A concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi determinada pela reacédo da
glutationa com o 5,5'-ditiobis-2-acido nitrobenzdéico (DTNB), formando o tiolato (TNB) de
cor amarelada, em 412 nm e expressa em ug de GSH. mg de proteina 1 através de

uma curva padrao de GSH.

2.6 Peroxidacéo lipidica

Os peroxidos produzidos foram quantificados pelo ensaio TBARS que se baseia
na reagao do malondialdeido (MDA) com o acido tiobarbiturico (TBA), de acordo com a
metodologia descrita por Satoh, 1978. As amostras de figado foram incubadas em acido
tricloroacético (TCA) 20% e centrifugadas a 3500 g por 10 min. Ao sobrenadante foi
adicionado H,SO4 (0,05M) e TBA (0,67%) e as amostras foram mantidas em banho-
maria a 100° C, por 30 min. Apds o resfriamento foi adicionado alcool n-butilico e o
material foi novamente centrifugado. A absorbancia do sobrenadante foi determinada

1

em 530 nm e os resultados foram expressos em pmol MDA. mg de proteina =, usando

uma curva padrao de malonaldeido (MDA).

2.7 Enzima Acetilcolinesterase

As amostras de cérebro e musculo foram homogeneizadas (10X o volume) em
tampéao fosfato de potassio 0,1M, pH 7,5 e centrifugados a 10.000 g, 4°C por 20
minutos € o sobrenadante foi utilizado para as analises. A atividade da enzima foi
determinada com base no método colorimétrico de Ellman et al. (1961) adaptado para
leitura em microplaca, de acordo com Alves Costa et al. (2007). A concentracéo final do
substrato iodeto de acetilcolina utilizada foi de 9 mM e do reagente de cor 5,5'-
ditiobis(2-acido nitrobenzoico) (DTNB) foi de 0.5mM, para ambos os tecidos. A
absorbancia foi determinada em uma leitora de microplacas em 415 nm, a atividade da

enzima expressa em nmol DTNB.min.mg prot™.
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A concentragdo de proteinas de todas as amostras em todos os ensaios foi

determinada pelo método de Lowry et al. (1951), usando albumina bovina como padrao.

2.8 Andlise Estatistica

Para todos os parametros analisados, as diferencas entre os grupos controles e
experimentais foram analisadas pela analise de variancia paramétrica (ANOVA-critério
unico) ou ndo paramétrica (Kruskall-Wallis), dependendo da distribuicdo dos dados e
homogeneidades das variancias. Nos casos em que houve indicacédo de diferengas,
elas foram localizadas por testes de comparagbes multiplas. Foram considerados

significativos valores de P<0,05.

3 Resultados

Durante a realizagcdo dos testes nao houve mortalidade de peixes em nenhum
grupo experimental. Durante os experimentos, os parametros fisico-quimicos da agua

foram monitorados e mantidos constantes (Tabela 1).

Tabela 1 — Pardmetros fisicos e quimicos da agua durante o periodo de aclimatacdo e
durante a realizacdo dos testes de toxicidade nos diferentes tempos
experimentais, tanto para os grupos expostos apenas a agua (Controle),
quanto para os grupos expostos a 1mg.L™ de Roundup Transorb® (RDT 1) e a
5mg.L™" de Roundup Transorb® (RDT 5).

Temperatura pH oD Condutividade Dureza
(°C) (mgO,.L") (uS.cm™) (mg CaCOs.L™)
Aclimatacéo 230+x18 69+12 69+0,7 699+1,6 44
Controle 257+05 7402 69+08 53,7+104 44
RDT 1 250+04 74101 70+£08 628+44 44
RDT 5 251+03 73+01 6,8+0,8 61,9+£25 44

Os valores correspondem a média + EP. A dureza da agua foi determinada apenas uma vez para
cada situacao experimental.
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Os resultados dos parametros hematoldgicos analisados estao apresentados na
Tabela 2. Foi observado um aumento significativo do hematdcrito e do niumero de
eritrocitos nos peixes do grupo RDT 5, apds 24 e 96 horas de exposicdo. Também
houve aumento significativo do numero de leucdcitos totais e do numero de linfocitos e

reducao do numero de neutréfilos no mesmo grupo apos 96 horas de exposigao.

Tabela 2 — Parametros sanguineos de Prochilodus lineatus expostos somente a agua (Ctr), a
1mg.L™" de Roundup Transorb® (RDT 1) ou a 5mg.L™" de Roundup Transorb®
(RDT 5), por diferentes tempos experimentais (6, 24 e 96h). Hb (hemoglobina), Ht
(hematécrito), RBC (eritrocitos), LT (leucécitos totais), Lin (linfocitos), Neut
(neutrdfilos), Mon (monécitos), Eosi (eosindfilos), Bas (basofilos).

Hb (g.dL™) Ht (%) RBC(.10%cel.mm™)
Ctr 7,45 0,47 32,24 +1,2 2,89 +1,40
6h RDT 1 8,05+ 0,89 33,78 £ 0,99 2,88+1,6
RDT 5 7,56 £ 0,74 32,54 + 0,48 2,87 £1,04
Ctr 7,85+ 0,53 31,33 £ 0,67 2,29+0,13
24h RDT 1 8,58 + 0,62 34,60 + 1,60 2,27 +£0,10
RDT 5 6,96 + 0,47 35,20 £ 1,02 2,38+0,11*
Ctr 8,04 £ 0,78 33,47 £ 1,00 2,54 + 0,85
96h RDT 1 8,21 + 1,01 34,57 + 1,96 2,53 1,00
RDT 5 7,89 +1,04 36,95 £ 0,48* 2,65+0,79*
LT(.10°c.mm®)  Lin (%) Neut(%) Mon(%) Eos(%) Bas(%)
Ctr 201,3+8,7 54,9+0,9 38,4+17 51%0,9 0,8+04 0,8%0,3
6h  RDT1 201,5+ 6,4 551+09 385+14 50%08 09+08 0604
RDT5  2027+48 552+08 379+18 51%05 0907 09%05
Ctr 202,9 £ 5,1 545+11 390+11 4911 0705 09+06
24h RDT1 203,4 + 4,1 548+07 388%07 50+06 09+07 0504
RDT5 202,8 +6,8 55,0+0,9 38,8+1,0 48+1,2 0,8+06 0,6£0,3
Ctr 201,7+74 547+08 392%09 48%09 0804 0504
96h RDT1 201,9+6,7 541104 39,8+0,8 48 +0,7 09+06 04%0,2
RDT5  220,1+4,7* 601+05* 349+04* 40%05 04%03 0603

Os resultados correspondem a média + erro padrao, (n: 5-6). * indica diferencga significativa em relagdo ao
respectivo controle (p<0,05).
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Em relagdo aos antioxidantes (Fig. 1), verificou-se que a atividade da SOD
apresentou reducao significativa nos peixes expostos a maior concentracdo do
herbicida por 6 horas, em relagao ao respectivo controle. A atividade da CAT mostrou
decréscimo significativo no grupo RDT 1 apds 24 horas de exposi¢ao e no grupo RDT 5
apos 6 e 24 horas de exposigcao, em relagao aos respectivos controles. Por outro lado,
a atividade da GPx aumentou significativamente em relagao aos respectivos controles
no grupo RDT 5 apds 24 e 96 horas de exposi¢cdo. Mas a atividade da GST foi inibida
no grupo RDT 5 apods 6 e 24 horas de exposi¢ao, em relagdo aos respectivos controles.
A concentragdo da GSH diminuiu apdés 24 horas de exposicdo a ambas as
concentragdes do herbicida, em relagdo aos controles. Entretanto, os peixes do grupo
RDT 5, apresentaram aumento significativo da GSH apds 96 horas de exposi¢cdo ao

herbicida, quando comparado ao respectivo controle.
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Figura 1 — Atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx, GST e do
antioxidante n&o enzimatico GSH no figado de Prochilodus lineatus
expostos a 1 mg.L" de Roundup Transorb® (RDT 1), 5 mg.L" de
Roundup Transorb® (RDT 5) ou somente a agua (Ctr), por diferentes
tempos experimentais (6, 24 e 96h). As barras representam as
médias e as linhas verticais o erro padrao (n: 5-6). * indica diferenca
significativa em relacao ao respectivo controle (P<0,05).

Em relacdo a peroxidagdo lipidica (Fig. 2), observou-se aumento da
concentragdo de MDA apenas no figado dos peixes expostos a menor concentragédo do

herbicida durante 6 horas, em relacdo ao seu respectivo controle.
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Figura 2 — Niveis de peroxidacao lipidica, estimados pela quantidade de malondialdeido (MDA),
no figado de Prochilodus lineatus expostos a 1mg.L™" de Roundup Transorb® (RDT1), 5 mg.L™
de Roundup Transorb® (RDT5) ou somente a agua (Ctr), por diferentes tempos experimentais

(6, 24 e 96h). As barras indicam a média e as linhas verticais o erro padrao (n:6). * indica
diferenca significativa em relagao respectivo controle (P<0,05).

A atividade da acetilcolinesterase (Fig. 3) foi inibida no cérebro de P. lineatus
apdés 96 horas de exposicao as duas concentragdes do herbicida, em relacdo aos
respectivos controles. Ja com relagcdo ao musculo, ndo houve alteragcado da atividade da

enzima em nenhuma das concentracdées em nenhum dos tempos de exposicao.
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Figura 3 — Atividade acetilcolinesterase no cérebro e no musculo de Prochilodus lineatus
expostos a 1mg.L”" de Roundup Transorb® (RDT 1), 5 mg.L™" de Roundup Transorb® (RDT 5) ou
somente a agua (Ctr) por diferentes tempos experimentais (6, 24 e 96h). As barras indicam a
média e as linhas verticais o erro padrao (n:6). *indica diferenga significativa em relagcédo ao
respectivo controle (p<0,05).
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4 Discussao

Este é o primeiro estudo mostrando que o Roundup Transorb®, um herbicida
relativamente novo no mercado e extensamente utilizado na agricultura, pode produzir
alteragdes significativas em parametros hematoldgicos e bioquimicos de peixes. Neste
trabalho constatou-se que o herbicida € um inibor da acetilcolinesterase cerebral, além
de promover alteragbes importantes na hematologia e nas defesas antioxidantes da
espécie de peixe neotropical Prochilodus lineatus.

As anadlises hematoldgicas nos peixes expostos aos testes com o Roundup
Transorb® indicaram um aumento no nimero de células sanguineas, tanto da série
vermelha, como da série branca. O aumento do hematdcrito e do numero de eritrocitos
verificado nos peixes expostos a maior concentracado do herbicida, durante 24 e 96
horas, pode ser decorrente de uma contragao esplénica, desencadeada como possivel
resposta de estresse, numa tentativa de manter niveis de oxigénio adequados na
corrente sanguinea. Este resultado se contrapbe aos resultados verificados por
Glusczak et al. (2006), que observaram diminuicdo do hematécrito, do numero de
eritrocitos e da hemoglobina de Leporinus obtusidens expostos a diferentes
concentracdes do Roundup® (3, 6, 10 e 20 mg.L™) durante 96 horas. Essa diferenca na
resposta pode ser explicada pelo fato de se tratar de diferentes espécies de peixes, e
que, podem reagir de forma diferente ao estresse imposto pelo contaminante. Também
deve-se ressaltar o fato de que sdo compostos com formulagdes diferentes, apesar de
usarem o0 mesmo principio ativo, o glifosato. Com relagao a série branca, o aumento do
numero total de leucécitos e de linfocitos apos 96 horas de exposicdo ao RDT mostra
que o herbicida pode causar processos inflamatoérios, ja que os linfocitos de peixes
participam deste processo (SILVA-SOUZA et al., 2000). Além disso, outros fatores
intrinsecos e extrinsecos, também podem causar grande variabilidade nos parametros
hematoldgicos de peixes (RANZANI-PAIVA et al., 2004).

Com relacdo as enzimas antioxidantes, a redug¢ao na atividade da SOD apds 6
horas de exposicdo a maior concentragdo do herbicida pode estar relacionada a
producao de oxidantes. Sabe-se que existe uma complexa via de interagcdo entre as

enzimas envolvidas no processo de defesa antioxidante do animal, e a atividade de
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uma enzima influencia na atividade de outras enzimas. Sabe-se também, que o
substrato ou produto de algumas das enzimas antioxidantes também podem influenciar
na atividade de outras. O perdxido de hidrogénio em excesso pode reduzir a atividade
da SOD, enquanto o anion superéxido pode ser responsavel pela reducao na atividade
da Cat (BAGNYUKOVA et al.,, 2006). Assim, pode-se supor que o peroxido de
hidrogénio esteja sendo responsavel pela redugdo observada na atividade da SOD.
Essa hipotese se confirma pelo fato de que a atividade da CAT também foi reduzida
nos peixes, apds 6 e 24 horas de exposicdo ao herbicida, propiciando o acumulo de
peréxido de hidrogénio na célula. Da mesma forma, essa redugao na atividade da CAT
pode ser devido aos ions superoxidos, que provavelmente nao estdo sendo
neutralizados de forma eficiente pela SOD. O sistema SOD-CAT constitui a primeira
linha de defesa contra a toxicidade do oxigénio, devido aos efeitos inibitérios na
formagado de oxiradicais (PANDEY et al., 2003) e essas enzimas sao frequentemente
usadas como biomarcadores, indicando a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (MONTEIRO et al., 2006). No presente trabalho, a inibigdo das duas enzimas é
um indicio de interferéncia nas defesas antioxidantes do peixe, causada nas primeiras
24 horas de exposigao ao herbicida.

A GSH é um importante componente do processo de detoxificagcdo e também
atua na prevencgado de estresse oxidativo celular (MONTEIRO et al., 2006), sendo o
mais importante antioxidante ndo enzimatico da célula (HERMES LIMA, 2004). No
presente trabalho a diminuigdo da concentracao hepatica de GSH, nos peixes expostos
por 24 horas a ambas as concentragdes do herbicida, pode estar relacionada com o
aumento da atividade hepatica da GPx neste mesmo tempo experimental, pois a GPx é
uma enzima que utiliza a glutationa reduzida como substrato. Por outro lado, apdés 96
horas de exposicdo a maior concentracdo do herbicida, a concentracdo da GSH
aumentou significativamente. Neste caso, a sintese de GSH deve ter sido estimulada
para proteger os hepatdcitos da agdo das EROS. O aumento significativo da atividade
da GPx no peixes do grupo RDT 5, apds 24 e 96 horas de exposigdo ao herbicida,
indica que esta via antioxidante foi estimulada provavelmente devido ao aumento de
peroxidos produzidos. Apesar desta enzima atuar principalmente na remocgao de

peréxidos organicos, ela também esta envolvida na metabolizagdo do peroxido de
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hidrogénio (ZHANG et al., 2004; MARAN et al., 2009). Assim, a ativacdo da GPx no
tempo de 24h pode indicar uma resposta para compensar a inibicdo da CAT neste
periodo de exposicao.

Ja com relacdo a atividade da GST, a reducédo da atividade desta enzima nos
peixes do grupo RDT 5 apds 6 e 24 horas poderia estar relacionada com a presenga de
oxidantes que poderiam levar a inativagao da atividade enzimatica (BAGNYUKOVA et
al., 2006). Outra hipotese seria a quantidade insuficiente de GSH, que também atua
como substrato para a GST. De qualquer forma, essa resposta inibitoria mostra que a
GST provavelmente n&do atua na metabolizagdo dos compostos presentes no Roundup
Transorb®, ou em sobre seus metabdlitos.

As espécies reativas de oxigénio, quando n&o neutralizadas, podem reagir com
lipideos de membrana (AHMAD et al., 2000), produzindo a peroxidagao dos lipidios das
membranas, que é considerada uma das principais consequéncias do estresse
oxidativo (HERMES LIMA, 2004). No presente trabalho a ocorréncia de peroxidacao
lipidica foi indicada apenas pelo aumento transitorio de MDA nos peixes expostos a
menor concentragcdo do herbicida durante 6 horas. Entretanto, é preciso considerar que
este aumento de MDA talvez ndo seja resultado do estresse oxidativo. O
malondialdeido (MDA) ndo € um produto exclusivo da peroxidagao lipidica, podendo ser
proveniente de outros processos celulares, além de também nio ser o Unico produto
deste processo (VAN DER OOST et al., 2003). Portanto, um aumento de MDA pode ser
proveniente de outros processos e ndo necessariamente da peroxidagao lipidica.

Em relacdo a acetilcolinesterase, a inibigao na atividade desta enzima no cérebro
dos peixes expostos as duas concentragdes do herbicida por 96 horas, condiz com
outros trabalhos que também relataram a inibicdo da acetilcolinesterase em diferentes
espécies de peixes expostas ao Roundup® (GLUSCZAK et al., 2006 e 2007). Essa
inibicdo deve-se muito mais provavelmente ao surfactante utilizado no produto
formulado do que ao glifosato (GIESY et al., 2000). A inibicdo da atividade desta
enzima pode gerar alteragbes no comportamento de natagdo, fuga e alimentagao
(BRETAUD et al., 2000), interferindo diretamente com a sobrevivéncia da espécie.

De maneira geral, com os resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que

a formulacdo do Roundup Transorb® é téxica para Prochilodus lineatus. Os resultados
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mostraram uma relagdo dose dependente. A maior concentracdo testada (5 mg.L™")
inibiu a atividade de enzimas antioxidantes logo apds 6 horas de exposi¢cdo e inibiu
também a principal enzima de detoxificacdo de xenobitticos, a GST, apds 24h de
exposicao. As duas concentragdes testadas tiveram acgéo anticolinesterasica no cérebro
dos peixes, apos 96 horas. O desconhecimento da mistura utilizada como surfactante
neste composto dificulta o estabelecimento de quais substancias sejam responsaveis
pela toxicidade deste herbicida. De modo geral, a falta de estudos com o produto e o
conhecimento do impacto deste em animais e no meio ambiente € um fator
preocupante, tendo em vista o crescente incentivo ao uso deste herbicida. Dessa forma,
mais estudos necessarios para o melhor entendimento das vias de atuacdo do

Roundup Transorb® nos animais.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A exposicao aguda aos dois herbicidas a base de glifosato, o Roundup®
(RD) e o Roundup Transorb® (RDT), promoveu alteracdes nas defesas antioxidantes de
P.lineatus. De modo geral, as atividades das enzimas antioxidantes e da enzima de
biotransformacgao, no figado dos peixes expostos aos dois herbicidas, foram alteradas.
A atividade da acetilcolinesterase também foi inibida em ambos os estudos. Estes

resultados estdo apresentados de forma resumida na Tabela a seguir.

Tabela 1 — Comparacao dos resultados obtidos nos estudos realizados com
P. lineatus expostos a 10 mg.L™" de Roundup® (RD 10), 1 mg.L"
' de Roundup Transorb® (RDT 1) e 5 mg.L”" de Roundup
Transorb® (RDT 5), durante diferentes periodos experimentais
(6, 24 e 96h). Os sinais =, ¥ e A indicam, respectivamente,
auséncia de diferenga, redugdo ou aumento significativo em
relagdo ao respectivo controle.

RD 10 RDT 1 RDT 5

06h 24h 96h 06h 24h 96h 06h 24h 96h

SOD = ¥ = = = = ¥ = =
CAT = = = = ¥ = ¥ ¥ =
GPx = = = = = = AN A

GST = A A = = = ¥ ¥ =
GSH = A = = ¥ = = ¥ A
LPO = M A A = = = = =
AChEcérebro = = ¥ = = ¥ = = ¥
AChEmusculo = ¥ ¥ = = = = = =

SOD: atividade hepatica da superoxido dismutase; CAT: atividade hepatica da
catalase; GPx: atividade hepatica da glutationa peroxidase; GST: atividade
hepatica da glutationa transferase; GSH: conteudo hepatico de glutationa reduzida;
LPO: ocorréncia lipoperoxidagéo no figado; AChE: atividade da acetilcolinesterase.

Os resultados mostraram que tanto o RD como o RDT inibiram a

atividade da SOD. Ja com relagdo a CAT, o RDT inibiu a atividade da enzima, enquanto
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que o RD nao alterou este parametro. Em relagdo a atividade da GPx e da GST,
observaram-se respostas contrarias. Enquanto o RD reduziu a atividade da GPx, o RDT
aumentou a mesma. Ja para a GST, o RD estimulou a atividade da enzima, enquanto
que a mesma foi inibida pelo RDT. O conteudo de GSH foi menor apds a exposi¢ao ao
RD e no caso do RDT, foi menor em alguns testes e maior em outros. Talvez a principal
diferenca entre a acao dos dois herbicidas esteja relacionada a lipoperoxidagdo. Nos
experimentos realizados com RD, houve indicagdo de estresse oxidativo, conforme
indicado pelo aumento da peroxidagao lipidica, o que ndo ocorreu com o RDT. A
exposicdao ao RD e ao RDT levaram a inibicao da atividade da AChE no cérebro.
Entretanto, apenas o RD promoveu inibigdo da AChE muscular. Assim, esses
resultados mostram que tanto o RD quanto o RDT interferem nas defesas antioxidantes
de P. lineatus. No entanto, as vias pelas quais estes herbicidas atuam devem se
diferentes, visto que as alteragdes observadas nao foram correspondentes.

O RD vem sendo substituido pelo RDT, ja que esse produto age de
maneira mais rapida, quando comparado a formulagdo mais antiga, o RD. Justamente o
que causa o beneficio para o usuario, ou seja, a rapidez da agao do herbicida é o
principal fator preocupante em relagdo ao uso do produto, devido ao desconhecimento
da composi¢cao quimica do surfactante utilizado. Com base neste estudo, comprova-se
que o RDT é mais toxico para P. lineatus do que o RD, ja que as concentragdes
utilizadas de RDT (5mg.L”" e 1mg.L") correspondem & metade ou & décima parte da
concentracdo de RD (10mg.L'1) utilizada, pois em testes preliminares os peixes nao
resistiram a concentracdo de 10mg.L™" de RDT. Cabe ressaltar que mesmo na menor
concentragado utilizada de RDT (1mg.L™") os peixes apresentaram alteragdes nas suas
defesas antioxidantes.

Como a toxicidade do RD é atribuida principalmente ao surfactante
utilizado, o POEA, acredita-se que o mesmo acontega com o RDT, sendo portanto a
mistura de surfactantes utilizada na formulacdo do RDT mais toxica do que o POEA.
Existem poucos trabalhos a respeito da toxicidade do RDT e recentemente, foi lancado
um novo produto da mesma linha e que utiliza uma mistura semelhante, chamada de
Transorb 2. O incentivo ao uso destes produtos € uma questdo preocupante, tendo em

vista a falta de dados sobre seus efeitos.
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