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RESUMO

No presente estudo, utilizamos como modelo uma espécie de peixe nativa do Rio
Grande do Sul, o Rhandia quelen (jundid). Esta espécie se destaca como uma das mais
promissoras, pois tem crescimento rapido, alta taxa de fecundacdo e facil adaptacdo em
ambientes ndo nativos, além de apresentar uma carne muito saborosa. O glifosato € um
herbicida sistémico, pds-emergente, que é utilizado para inibir o crescimento das plantas
daninhas. Seu uso em planta¢cdes proximas a reservatorios de aguas faz com que o mesmo
escoe para rios e lagos, contaminando as espécies locais. Assim, este estudo objetivou avaliar
os efeitos da exposicdo ao glifosato sobre biomarcadores de estresse oxidativo em jundiés.
Para isso, alevinos de jundias pesando em média 12 g foram expostos ao herbicida glifosato
na dose de 11,29 mg/L por 30 dias. Para determinar a dose do herbicida, a DLsy do mesmo foi
previamente determinada em Artemia salina, e a dose utilizada foi de 10% da DLs
encontrada. Ao final do tratamento, os animais foram sacrificados e tiveram os tecidos
(cérebro, masculo, rim, figado e sangue) removidos para analise. A biometria foi aferida
quinzenalmente e os niveis de glicose e triglicerideos foram avaliados no final do tratamento.
Além disso, foram determinados os niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBA-
RS), grupos sulfidrilicos (SH), e a atividade das enzimas 6-aminolevulinato desidratase (-
ALA-D) e acetilcolinesterase (AChE). N&o foram observadas diferencas no comprimento dos
animais ao longo dos 30 dias de tratamento, entretanto, houve reducdo do peso. Em relagéo
aos niveis de glicose e triglicerideos ndo foram observadas diferencas significativas. Nossos
resultados apontam que o tratamento com dose subletal de glifosato causa estresse oxidativo
em diferentes graus. Aumento nos niveis de TBA-RS foram observados no figado e cérebro.
Os niveis de SH foram aumentados no figado, rim e cérebro, e diminuiram no madsculo. A
atividade da d-ALA-D foi aumentada no figado, masculo e cérebro. Ndo houve diferenca
significativa na atividade da AChE. Com base nos resultados apresentados, podemos concluir
que o herbicida glifosato, em dose subletal, causa estresse oxidativo, mas ndo determina
alteracGes metabolicas significativas no jundia.

Palavras-chave: Rhamdia quelen; Modelo alternativo; Estresse oxidativo, Glifosato.



ABSTRACT

In this study, we use as model a native fish species from Rio Grande do Sul, the
Rhandia quelen (catfish). These specie stands out as one of the most promising because it has
a rapid growth, high rate of fertilization and easy to adapt to non-native environments.
Glyphosate is a systemic herbicide used to inhibit the growth of weeds. Its use, near to water
reservoirs, makes it glyphosate flow into rivers and lakes, contaminating local species. This
study aimed to evaluate the effects of exposure to glyphosate on biomarkers of oxidative
stress in catfish. For this, catfish fingerlings weighing an average of 12 g were exposed to
glyphosate herbicide at a dose of 11.29 mg/L for 30 days. To determine the dose of the
herbicide, the LDsy value was previously determined in Artemia salina. At the end of
treatment, animals were sacrificed and had tissues (brain, muscle, liver, kidney and blood)
removed for analysis. Biometric evaluation was performed every two weeks and the glucose
and triglyceride levels were measured at the end of treatment. Moreover, we evaluate the
levels of thiobarbituric acid reactive species (TBARS), sulfhydryl groups (SH), and activity of
the 0-aminolevulinate dehydratase enzyme (6-ALA-D) and acetylcholinesterase (AChE)
enzyme. There were no differences in length of the animals throughout the 30 days of
treatment. However, there was a reduction of weight. Regarding glucose and triglyceride
levels, no significant differences were observed. Our results show that treatment with
sublethal dose of glyphosate causes oxidative stress in different degrees. Increases in TBARS
levels were observed in the liver and brain. SH levels were increased in the liver, kidney and
brain, and decreased muscle. The activity of 6-ALA-D was increased in the liver, muscle and
brain. There was no significant difference in the AChE activity. Based on the results, we can
conclude that the glyphosate herbicide in sublethal dose causes oxidative stress, but does not
determine significant metabolic changes in the catfish.

Keywords: Rhandia quelen, Alternative model; Oxidative stress, Glyphosate
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1. INTRODUCAO

O Brasil atualmente é o pais que mais utiliza produtos agrotoxicos, aproximadamente 350
mil toneladas/ano (INPEV, 2012). O uso inadequado dessas substancias pode causar uma
série de agravos para a saude humana, levando inclusive a morte (LONDRES, 2011;
KACZEWER, 2002). Entre os agrotdxicos mais utilizados esta o glifosato. O glifosato é um
herbicida pds-emergente, ndo seletivo que inibe o crescimento das plantas daninhas. O uso
indiscriminado do glifosato faz com que o mesmo escoe para rios e lagos, contaminando o
ambiente aquatico e as espécies locais (GLIFOSATO NORTOX, 2009; WILLIAMS et al.,
2000).

O jundia (Rhamdia quelen) é uma espécie nativa da regido Sul, sendo considerado um
peixe rustico, facilmente adaptavel em ambientes ndo naturais e com elevada taxa de
fecundacdo (PISCES, 2001), o que facilita seu uso em laboratério.

J& é sabido que a exposicdo ao glifosato desencadeia o desequilibrio entre a producéo de
espécies reativas de oxigénio e a capacidade antioxidante endégena em neutraliza-las, levando
ao estresse oxidativo (MENEZES, 2010). A exposi¢do ao glifosato pode causar inibicdo da
atividade da AChE (SAMANTA et al, 2014) e o estresse oxidativo pode modular
negativamente a atividade da enzima 0-ALA-D (SALGUEIRO et al., 2016). Da mesma
forma, relatos de alteracfes metabdlicas foram descritos em Leporinus obtusidens (piapara)
expostos ao glifosato (GLUSCZAK et al., 2006 e 2007). Em Prochilodus lineatus (curimba)
tratados com o herbicida, foi observada inibicdo da atividade da AChE cerebral e ocorréncia
de alteragcdes importantes na hematologia e nas defesas antioxidantes, como diminui¢do dos
niveis de GSH (MODESTO, 2009).

Com base no exposto, o presente trabalho pretendeu avaliar os efeitos da exposicdo a dose

subletal do glifosato sobre biomarcadores metabolicos e de estresse oxidativo em jundias.

1.1 Rhamdia quelen

O jundia (Rhamdia quelen)(figura 1) é uma espécie de peixe nativo do Rio Grande do
Sul que se destaca como uma das mais promissoras, por ser de rapido crescimento, facil
adaptacdo a criacdo intensiva e facil reproducdo. Além disso, esse peixe possui uma carne
saborosa com baixo teor de gordura e com poucas espinhas (PISCES, 2001).

O jundia caracteriza-se por apresentar crescimento acelerado nos seus primeiros anos

de vida, especialmente nos machos até o terceiro ou quarto ano de vida, quando a situacao se
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inverte e as fémeas passam a crescer mais rapidamente. Morfologicamente, o0 mesmo
apresenta trés pares de barbilhdes sensitivos, com comprimento que vai desde a insercdo das
nadadeiras peitorais até a nadadeira caudal. Os barbilhdes sdo localizados junto a boca e
possuem receptores de gosto para ajudar na localizagdo do alimento e na percep¢do da
qualidade da 4gua (GOMES, 2000).

Por ser um animal rastico, o jundia pode sobreviver em temperaturas muito baixas (até
3°C se for adaptado lentamente por varios dias). Quanto mais baixa a temperatura, menor sera
0 metabolismo e a ingestdo de alimentos e consequentemente seu crescimento ira diminuir ou
até cessar por completo. J4, o aumento da temperatura provoca um aumento do crescimento e
do metabolismo (BALDISSEROTTO, 2004). Assim uma temperatura ideal para o
crescimento deste peixe seria 23°C (PIEDRAS et al., 2004).

Em relacdo ao ritmo circadiano, o jundia é um peixe de habito noturno (GOMES et al.,
2000) e sua coloragdo pode variar de marrom-avermelhado claro a cinza ardésia, dependendo
do ambiente que se encontra (BALDISSEROTTO; RADUNZ, 2004). Para um bom
crescimento, a média ideal de oxigénio dissolvido na agua é de 7,5 mg/L, sendo que abaixo de
1,3 mg/L pode haver uma diminui¢cdo na sobrevivéncia dos jundids (MAFFEZZOLI;
NUNER, 2006).

O jundia pode ser encontrado naturalmente em rios, lagos, arroios e criadouros, que
quase sempre sdo proximos a areas de intensa agricultura, onde os herbicidas sdo muito
utilizados e, como consequéncia, podem contaminar o ambiente aquéatico (PEREIRA, 2012).
Assim, o jundia pode servir como um bioindicador da qualidade da agua (MATTE, 2013).

De fato, atualmente os organismos aquaticos estdo continuamente sendo expostos a
multiplos contaminantes quimicos, levando a efeitos adversos que podem surgir como
resposta aos diferentes mecanismos de toxicidade destes produtos. Considerando a exposi¢céo
de organismos aquaticos a multiplos contaminantes quimicos, pode-se investigar os efeitos

desses através dos biomarcadores de estresse oxidativo (BARATA et al., 2005).

Figura 1: Espécie utilizada Rhamdia quelen. Foto propria
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1.2 Herbicida Glifosato

O Brasil atualmente é o pais que mais utiliza produtos agrotoxicos, aproximadamente 350
mil toneladas/ano (INPEV, 2012). As pessoas gque apresentam maior contato com o produto
séo as do campo, e 0 maior perigo de contaminagdo ocorre devido ao manuseio displicente do
herbicida (LONDRES, 2011). Estudos internacionais relatam que o uso do glifosato por pais
pode ocasionar um numero maior de abortos e nascimentos prematuros nas familias que
apresentam contato com o herbicida. O uso do glifosato pode ter efeitos na reproducdo, como
reducdo da contagem de espermatozoides em ratos, e maior indice de espermatozoides
anormais em coelhos (KACZEWER, 2002).

Considerando os riscos de contaminagdo por agrotoxicos, a Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos estabeleceu um limite do glifosato em agua potavel de 700
Mg/L. Porém, a Comunidade Européia estabeleceu como concentracdo maxima admissivel de
herbicidas para agua potavel um limite de 0,5 pg/L. Nessa mesma linha, o Conselho Nacional
do Meio Ambiente e 0 Ministério do Meio Ambiente do Brasil tém colocado limites maximos
de residuos para alguns compostos, entre estes o glifosato (IAEAC, 1994; JUNIOR et al.,
2002). Mesmo com estas limitagdes a sociedade vem sofrendo consequéncias devido ao mau
uso dos agrotoxicos. Intoxicagdes sdo frequentes em algumas regides e as principais
ocorréncias sdo de problemas dermatoldgicos, principalmente dermatite de contado, irritacdo
de mucosas e dores de cabeca (OLIVEIRA, 2011), podendo em casos mais graves levar a
morte.

O mecanismo de toxicidade dos diversos agrotdxicos é bem variavel. No caso do
glifosato, sabe-se que o mesmo inibe o crescimento das plantas daninhas por interferir na
biossintese de trés aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) através da
inibicdo da atividade da enzima 5-enol- piruvil- shiquimato- 3-fosfato- sintetase (EPSPS)
localizada no cloroplasto (AMARANT, et al., 2002). O herbicida glifosato expressa a sua
acdo diretamente na folhagem, assim afetando todo o metabolismo da planta.

O glifosato é utilizado para controle de plantas daninhas nas culturas de ameixa, arroz,
banana, cacau, cana-de-agucar, citrus, maca, milho, nectarina, péra, péssego, trigo, soja, entre
muitos outros cultivos e ainda podendo ser aplicado em corpos hidricos para poder controlar
plantas aquéticas onde é dificil realizar a capina manual ou mecénica (GLIFOSATO
NORTOX, 2009; WILLIAMS et al., 2000).

Quando este herbicida € utilizado tanto em plantagdes ou em corpos hidricos acaba
escoando para rios, assim prejudicando o metabolismo de peixes e invertebrados aquaticos
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que sdo organismos mais sensiveis a este herbicida. Muitos estudos mostram os efeitos
adversos do herbicida e seus componentes sobre os peixes. De fato, o glifosato pode afetar o
metabolismo energético, aumentar a formacdo de radicais livres e afetar atividade da
acetilcolinesterase (LUSHCHAK et al., 2009).

A degradacdo do glifosato é predominantemente no ambiente terrestre por
microorganismos no solo, onde é transformado em &cido aminometilfosfonico (AMPA)
(SMITH; OEHME, 1992) (figura 2).

Figura 2: Imagem retirada do artigo de LUIZ, R.M. et al 2006

0 0 '-r"]'
HO- 'lll‘w’ﬁilm,-Jl-hq{ H HUO—P~-NH,
HO HI:|1I
Glifosato AMPA

1.3 Estresses oxidativo

Estresse oxidativo pode ser definido como uma situa¢édo onde ha desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e a capacidade antioxidante endégena em
elimina-las. Em situagdes normais, existe uma taxa basal de produgdo de EROS. O aumento
da producéo de EROS ainda pode ser benéfico nos casos de infec¢do, quando sua producao
atua na eliminacdo de micro-organismos invasores. No entanto, quando produzidos de forma
descontrolada as EROS lesam as células de modo direto ou danificam os &cidos nucléicos e as
proteinas, tornando-os mais suscetiveis a degradacdo (LEITE et al., 2003). Assim, em
condigdes patoldgicas a produgdo de EROS é excessiva e ultrapassa a capacidade de defesa
antioxidante do organismo, podendo levar a alteragcdes na estrutura das moléculas biologicas
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000), isso tém sido alvo de vérios estudos, onde se busca
explicar a relagdo existente entre 0 aumento de EROS e as diversas doengas humanas.

Dentre os sistemas de defesa antioxidante, temos a glutationa reduzida (GSH), o acido
ascorbico, o a-tocoferol e as enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (REIS, et al, 2008). Os sistemas de enzimas e
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antioxidantes ndo enzimaticos constituem principalmente um mecanismo de defesa
antioxidante intracelular que compete com a produgdo de radicais livres eliminando o
superdxido, no caso da SOD, os hidroperdxidos no caso da CAT e GPx e outras EROS que
possam oxidar substratos celulares, prevenindo desta forma as reagcdes em cadeia dos radicais
livres (SHAM; MOREIRA, 2004). A glutationa reduzida e a vitamina E podem inibir os
danos oxidativos pela acdo antioxidante que possuem e junto com a vitamina C e 0s
caratendides constituem um dos principais mecanismos de defesa exdgenas e defesas
endogenas do organismo (RILEY, 1994).

Outro biomarcador que ndo estd diretamente envolvido nos sistemas de defesas
antioxidantes, mas que é diretamente afetada nas situacGes de estresse oxidativo é a enzima -
aminolevulinato desidratase (6-ALA-D) (FOLMER et al.,, 2003). De fato, esta enzima é
altamente sensivel ao aumento da produgdo de EROS, pois possui em sua estrutura grupos
sulfidrilicos que podem ser facilmente oxidados (FARINA et al., 2001).

Atualmente o0s organismos aquaticos estdo sendo expostos a herbicidas, assim
podendo causar 0 aumento da producdo EROS via varios mecanismos, como por exemplo,
interferéncia no transporte de elétrons na membrana mitocondrial, inativagdo de antioxidantes
enzimaticos, diminui¢do de antioxidantes ndo- enzimaticos e peroxidagdo lipidica (AHMAD
et al., 2000; MODESTO; MARTINEZ, 2010). Assim, biomarcadores de estresse oxidativo
tém sido considerados medidas mais viaveis para avaliagdo rapida do estado do organismo
aquéatico em presenga de agentes estressores, como os herbicidas (HUGGETT et al., 1992).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposicdo a dose subletal de glifosato sobre biomarcadores de

estresse oxidativo em jundias.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o crescimento e peso dos animais, através de biometrias realizadas
quinzenalmente

Avaliar os niveis de glicose e triglicerideos

Avaliar a producéo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico

Avaliar os niveis de glutationa reduzida

Avaliar a atividade da enzima d-aminolevulinato desidratase

Avaliar a atividade da acetilcolinesterase (AChE).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Criagao dos jundias
Jundias, doados pelo curso de Tecnologia em Aquicultura foram criados em baldes de

fibras de 15 litros, com renovacdo de agua constante. Foram utilizados 10 animais para grupo
controle e 15 animais para grupo glifosato, os animais utilizados tinham em média de 10 a
12g com um comprimento aproximado de 10 cm. N&o houve separagdo entre machos e
fémeas por auséncia de dimorfismo sexual. Os animais foram alimentos com ragéo comercial.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UNIPAMPA (CEUA 032/2015).

3.2. Determinacéo da dose utilizada do herbicida Glifosato

Para a realizacdo dos testes, foi utilizado glifosato comercial com as caracteristicas
determinadas na tabela abaixo.

A dose utilizada foi determinada a partir da avaliacdo da dose letal 50% (DLsp) em
Artemia salina (figura 3). Para isso, nduplios de A. salina foram expostos a diferentes
concentracfes de glifosato durante 24 horas. Ao final do periodo foi observada a
sobrevivéncia e determinada a dose letal para 50% dos nauplios. Esse experimento foi
realizado em quintuplicata. A DLs, foi estabelecida em 112,97 mg/L de glifosato. A dose
utilizada para exposigéo dos peixes foi de 10% da DLsp (11,297 mg/L). Abaixo a tabela do
herbicida utilizado em nosso trabalho.

Tabela 1: Composicao do glifosato comercial utilizado
GLI-UP 480 SL
Composicao Quali-Quantitativa
N-(phosphonomethy)glycine (GLYPHOSATE) 480 g/L (48,00% m/v)
Equivalente &cido 360 g/L (36,00% m/v)
Outros Ingredientes 693,3 g/L (69,63% m/v)




18

Figura 3: Artémia salina. Foto retirada da internet

3.3. Tratamento e obtencéo e preparo dos tecidos
Foram utilizados 15 peixes para o grupo glifosato e 10 peixes para 0 grupo controle.

Os animais foram colocados em caixas de doze litros de agua e adequadamente aclimatados.
A cada dois dias parte da dgua (20%) era renovada em ambos 0s grupos, juntamente com o
herbicida (grupo glifosato) em quantidade proporcional & agua renovada. A duracdo do
tratamento foi de 30 dias.

Os animais tiveram peso e comprimento avaliados quinzenalmente. Para isso, foi
utilizados paquimetro e balanca de precisdo. Os animais eram alimentados duas vezes ao dia
com racdo comercial com 36% de proteina bruta. Apos finalizado o periodo de tratamento, 0s
animais foram anestesiados e tiveram sangue e tecidos coletados. Para as analises foram
utilizados, cerebro, masculo, figado e sangue. Os tecidos foram homogeneizados em NaCl
0,9% na proporcdo de 1:5( uma parte de tecido e quatro de NaCl 0,9%) para cérebro e
muasculo e 1:10 ( uma parte de tecido e nove de NaCl 0,9%) para figado. Apds a
homogeneizacao os tecidos foram centrifugados (2000 rpm; 4° C) para obtencdo do primeiro
sobrenadante (S1).

3.4. Determinacdo dos niveis de Glicose e Triglicerideos
Os niveis de glicose e triglicerideos foram determinados no plasma sanguineo através

de kits comerciais (Labtest — Brasil).
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3.5. Ensaio de determinacao das espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)
Para determinagdo dos niveis de TBA-RS foi utilizado o método de analise

colorimétrica proposto por Ohkawa et al. (1979). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
em um comprimento de onda de 532nm. Os resultados foram calculados em nmol de

malondialdeido (MDA), calculados com base em uma curva padrdao de MDA

3.6. Niveis de grupos sulfidrilicos (-SH)
O procedimento experimental foi desenvolvido de acordo com o método proposto por

Ellman (1952), o qual se baseia na reagdo dos grupos -SH com o &cido 5,5-ditiobis (2-
nitrobenzoico) (DTNB) utilizado como reagente de cor. A leitura colorimétrica foi realizada
em espectrofotdmetro a 412 nm apo6s 10 minutos da adicdo do DTNB. O contetdo de grupos
—SH foi calculado com relagéo aos valores encontrados em concentracdes conhecidas de GSH
utilizadas como padrdo. Os resultados foram corrigidos pela quantidade de proteinas e
expressos nmol GSH/mg tecido

3.7. Determinacéo da atividade da delta-aminolevulinato desidratase (d-ALA-D)
A atividade da 6-ALA-D foi determinada seguindo o método proposto por Sassa

(1982). A atividade da enzima foi monitorada em diferentes tempos (de acordo com o tecido
avaliado) e a partir da adi¢cdo do acido aminolevulinico. Os resultados foram expressos em
nmol de PBG ( porfibilinogenio) e corrigidos pela quantidade de proteinas.

3.8. Determinacéo da atividade da acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da acetilcolinesterase foi determinada de acordo com o método proposto
por Ellmann et al. (1961). Brevemente, os tecidos foram homogeneizados e centrifugados a
2500 rpm durante 15 min a 4°C. O meio de reacgéo foi preparado contendo tampéo de 100 mM
de KPi, pH 8,0 e DTNB 10 mM. Acetiltiocolina 8 mM foi utilizada para disparar a reagdo. A
reacdo foi acompanhada por 2 min a 412 nm e a atividade foi expressa como porcentagem do
controle apds correcdo pelo teor de proteinas.

3.9. Determinacdo de proteinas
As proteinas foram quantificadas pelo método proposto por Bradford (1976). A leitura
foi realizada em espectrofotometro em um comprimento de onda de 595nm. Os resultados

foram expressos em mg de proteinas, calculados com base em uma curva padrdo de albumina.
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3.10. Andlise Estatistica
Os dados relacionados as bhiometrias e analises dos bioindicadores de estresse
oxidativo foram submetidas ao teste t, com nivel de significancia de 95% (P<0,05).
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4. RESULTADOS

A Figura 4 mostram a média de peso dos animais. Foi observada uma diminuicéo do
peso em ambos os grupos. Em relacdo ao comprimento dos animais, ndo foi observada
diferenca significativa nesse parametro. Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas

significativas nos niveis de glicose e triglicerideos nos grupos testados (Figura 5A e 5B).
Figura 4: Analise do peso corporal. Asteriscos representam diferenca significativa entre

grupo controle e sustenido representam diferenca significativa entre grupo glifosato
(p<0,05).
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Figura 5: Niveis de glicose (A) e triglicerideos (B).
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Na Figura 6 sdo mostrados os niveis de TBA-RS no figado, rim, musculo e cérebro
dos animais dos grupos controle e glifosato. Podemos observar que houve um aumento da
peroxidacao lipidica no figado e cérebro dos animais expostos ao glifosato (Figuras 6A e
6D). No rim e muasculo ndo foram observadas diferengas significativas (Figuras 6B e 6C).

Figura 6: Analise de TBA-RS no figado (A), rim (B), musculo (C) e cérebro (D).
Asteriscos representam diferenca significativa em relagéo ao controle (p<0,05).
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A Figura 7 apresenta 0s niveis de GSH ndo proteicos nos tecidos avaliados. Foi
observado um aumento nos niveis de GSH no figado, rim e cérebro dos animais do grupo
glifosato (Figura 7A, 7B e 7D, respectivamente). J4, no masculo, os niveis de grupos GSH

reduziram significativamente (Figura 7C).

Figura 7: Analise dos niveis de GSH néo proteicos no figado (A), rim (B), musculo (C),
cerebro (D) e eritrocitos (E). Asteriscos representam diferenca significativa em relagéo
ao controle (p<0,05).
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A Figura 8 mostra os resultados da analise da atividade da enzima & ALA-D nos

tecidos avaliados. Foi observado um aumento na atividade da enzima no figado, musculo e

cérebro no grupo exposto ao glifosato (Figura 8A, 8C e 8D, respectivamente).

Figura 8: Analise da atividade da enzima 6 ALA-D no figado (A), rim (B), musculo (C),

cerebro (D) e eritrocitos (E). Asteriscos representam diferenca significativa em relagéo

ao controle (p<0,05).
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Na Figura 9 sdo apresentados os resultados da atividade da enzima acetilcolinesterase.

Né&o foi observada diferencas na atividade da enzima no grupo glifosato quando comparado ao

controle.
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Figura 9: Atividade da enzima acetilcolinesterase no cérebro (A) e musculo (B).
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho avaliamos os efeitos da exposicdo a dose subletal do glifosato em um
conjunto de pardmetros metabolicos e de estresse oxidativo utilizando uma espécie nativa da
regido sul, o Rhamdia quelen (jundid).

Podemos observar que os animais de ambos 0s grupos perderam peso no decorrer do
experimento. Acreditamos que esta perda de peso pode ter ocorrido em virtude do espaco
diminuido no ambiente de tratamento, o que caracteriza uma limitagdo do presente estudo.
Porém, no grupo glifosato, a perda de peso foi mais significativa, pois além da limitagdo do
espaco, havia a presenca do herbicida ( figura 4).

Além dos parametros biométricos, avaliamos aqui os niveis de glicose e triglicerideos
como indicadores do metabolismo dos animais. A glicose plasmatica é usada como um
indicador indireto de estresse nos peixes, mas a resposta deste indicador pode ser complexa e
seu uso depende de outros fatores como, por exemplo, o agente estressor (HURVITZ et al.,
1997). A glicemia reflete a condigdo de estresse em que o animal se encontra, pois representa
a demanda energeética necessaria para a adaptacdo ao agente estressor até que se estabeleca a
homeostase (WENDELAAR, 1997). Em nossos resultados, ndo obtivemos alteragOes
significativas da glicose plasmatica, pois pode ter ocorrido um aumento dos niveis de glicose
nos primeiros dias de exposicdo ao herbicida, mas ao longo do tratamento pode ter ocorrido
uma adaptacdo, assim normalizando os niveis (figura 5).

A glicose pode ser armazenada como glicogénio pelo figado e pelo masculo e, logo
ap6s uma série de reacdes enzimaticas, pode ser utilizada na sintese de componentes como
triglicerideos e aminoacidos nao essenciais (CHAMPE et al., 1994). Os triglicerideos sao 0s
principais constituintes para armazenar os lipidios que desempenham um papel vital como
reservas de energia para 0s animais e também para o fornecimento de energia para uma
demanda fisiol6gica em animais que sdo submetidos ao estresse (MOYES; SCHULTE 2010).
De fato, a exposicdo a compostos tdxicos, assim como o glifosato, pode causar alguns efeitos
nocivos para a vida dos organismos, podendo induzir a oxidacdo e alteracdo na fungéo
quimica dos triglicerideos (EL-BANNA et al., 2009). Nos resultados obtidos em nosso
trabalho ndo observamos alteragdes nos niveis de triglicerideos (figura 5).Alguma alteraco
poderia ter ocorrido logo que os animais foram submetidos ao herbicida, mas como descrito

nos resultados da glicose, os animais podem ter se adaptado ao meio em que estavam vivendo.
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Além disso, durante o experimento os animais ndo foram submetidos a outros estressores de
fora do ambiente em que se encontravam.

Em relagdo aos biomarcadoes de estresse oxidativo, sabe-se que a peroxidagédo
lipidica, em nosso estudo avaliada pelo ensaio de TBA-RS, pode se apresentar como um dos
principais indicadores de estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode ocorrer pelo
desequilibrio entre o sistema antioxidante e pro-oxidante, sendo gerado, entre outros fatores,
pela toxicidade do glifosato (AHMAD et al., 2004; MIRON et al., 2008). Nesse sentido,
herbicidas como o glifosato podem induzir o estresse oxidativo por aumentar a geracdo de
radicais livres que consequentemente elevam as taxas de peroxidacédo lipidica, sendo esse um
dos mecanismos envolvidos na toxicidade deste composto (CRESTANI et al., 2007). Nos
nossos resultados, pudemos observar uma elevacdo dos niveis de TBA-RS no figado e no
cerebro, possivelmente por maior producdo de espécies reativas de oxigénio nesses tecidos
(figura 6) (GLUSCZAK et al., 2007).

Por outro lado, como primeiro mecanismo de defesa antioxidante podemos citar 0s
tidis ndo-proteicos que apresentam uma importante fungdo de defesa contra as espécies
reativas de oxigénio. A glutationa reduzida (GSH) é o tiol ndo protéico mais abundante
presente nas células animais (HELOISA et al., 2015). A GSH tem como funcéo proteger as
celulas de substancias toxicas através da conjugacdo de metabdlicos que inclui os
xenobioticos, assim resultando em um intermediario menos téxico que pode reduzir 0os danos
nas células (MARAN et al., 2009). Aqui, observamos um aumento da GSH no cérebro, rim e
figado. Este aumento pode representar uma protecdo contra o estresse oxidativo que foi
induzido pela toxicidade do herbicida glifosato. Estudos anteriores ja descreveram que 0
herbicida glifosato aumenta os niveis de GSH no Rhamdia quelen no figado, cérebro e rim
(FERREIRA et al., 2010). Nesse sentido, o 6rgdo que apresenta um papel importante para a
liberacdo de grandes quantidades de GSH na corrente sanguinea é o figado. A liberagdo
hepéatica de GSH faz com que o mesmo retorne aos outros 6rgaos, assim podendo melhorar a
sua protecdo ou contribuir para a desintoxicagéo adequada (OTTO et al., 1995). Observamos
também uma diminuicdo da GSH no musculo, o que pode ter ocorrido pelo fato de a mesma
apresentar uma importante funcdo de oxidacao/reducdo, transporte de aminoacidos e também
na desintoxicacdo e protecdo contra agentes toxicos, sendo assim, é a primeira linha de defesa
do organismo contra as lesdes causadas pelos oxidantes (figura 7) (VAND et al., 2003).

Dentre os demais biomarcadores de estresse oxidativo que podem ser avaliados,
destacamos a enzima 6-ALA-D. Nesse sentido, cabe ressaltar que a 6-ALA-D ndo é uma
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enzima antioxidante, entretanto, a presenca de grupos —SH em sua estrutura faz com que a
mesma seja sensivel a acdo de agentes oxidantes (BOETTECHER, 2001). A inativacdo ou
inibicdo da atividade da 6-ALA-D pode ocorrer por diferentes motivos, além da oxidacdo dos
grupos-SH, como por exemplo, pela remocéo de zinco do seu sitio catalitico ou pela oxidacéo
de proteinas constitucionais (SALGUEIRO et al., 2015). A enzima 3-ALA-D é a segunda
enzima da via de biossintese do heme, e pode ser encontrada também em animais
invertebrados e vegetais, sendo precursora de moléculas de clorofila (ICGS, 2004). O heme
ocorre como grupo prostético da hemoglobina, mioglobina, catalase, peroxidases e triptofanio
pirrolase. Assim, integra a estrutura de proteinas que desempenham fun¢bes como o
transporte de oxigénio, transporte de elétrons, detoxificagdo e reacdes de oxi-reducdo
(BOETTOCHER, 2001). Nos peixes, a respiracio ¢ realizada através das branquias que sio
divididas em arcos, que se divergem em filamentos branquiais, nos quais se encontram as
fileiras de lamelas que séo ricamente vascularizadas e sdo responsaveis por capturar oxigénio
da agua (LINS et al., 2010). O glifosato pode causar danos ao sistema de captacao de oxigénio
e dificultar o suprimento da demanda de oxigénio dos tecidos (MOTA et al.,2013). Este
herbicida, pode ainda causar aumento da frequéncia de danos ao DNA de eritrocitos
micronucleados apés cinco a sete dias de exposicdo a uma concentracdo 1,858mg/L™
(ARANHA, 2013). Acreditamos, que com o dano causado pelo herbicida em todos os tecidos,
incluindo as branquias que se apresentaram descoradas (dados ndo mostrados), os animais
apresentavam dificuldades em captar o oxigénio para supri as necessidades do organismo.
Isso pode estar diretamente relacionado ao aumento da atividade da enzima d-ALA-D, para
compensar a falta de oxigénio ou ainda para o processo de detoxificacdo do herbicida citado
anteriormente. Na figura 10 (abaixo), podemos observar uma imagem do grupo controle e do
grupo glifosato. Nela é possivel observar que os animais do grupo glifosato mantem-se mais a
superficie, o que é um comportamento ndo habitual nessa espécie e pode refletir a possivel
dificuldade na captagdo de oxigénio da &gua (figura 8).
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Figura 10: Imagem do Grupo controle e do grupo Glifosato
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No presente trabalho, também avaliamos a atividade da enzima AChE.
Acetilcolinesterases sdo enzimas importantes para neurotransmissdo colinérgica central e
periférica, além de possuirem fun¢Ges como detoxificacdo de xenobidticos (ROEX et al.,
2003). A AChE ¢é responsavel por degradar o neurotransmissor acetilcolina regulando seus
niveis (MENDEL; RUDNEY, 1943). J& foi demonstrado que a atividade da AChE pode ser
inibida por varios herbicidas, tais como o glifosato. Os tecidos que sdo mais afetados pela
inibicdo da AChE sdo cérebro e musculo (FERENCZY et al., 1997). A inibicdo da atividade
da AChE pode levar a distarbios do nado, do comportamento reprodutivo, da fuga de
predadores, da orientacdo e alimentacdo, e até mesmo levar a morte dos animais (MIRON,
2009).

Em nossos resultados podemos observar que no cérebro houve uma pequena inibicéo
da atividade desta enzima, mas ndo foi significativa (figura 9).Para o musculo também néo
houveram alteragdes significativas. Porém, durante o experimento, foi observado que 0s
animais se mostraram com dificuldade para se orientar e para a alimentacdo, aléem de

parecerem-se desorientados e com dificuldades para nadar (dados néo mostrados).
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6. CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que o herbicida glifosato determina estresse oxidativo em
jundidas em diferentes graus, dependendo do tecido analisado. No entanto, ndo foram
observadas alteragbes metabolicas nos pardmetros avaliados. Nosso trabalho abre a
perspectiva do uso dessa espécie como bioindicador da toxicidade do herbicida glifosato,
considerando as alteracOes oxidativas apresentadas. Ainda, torna possivel o uso desse modelo

na investigacao futura de possiveis agentes oxidantes e antioxidantes.
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