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RESUMO

Em ambientes naturais, os organismos sofrem pressao seletiva e demonstram, a partir de suas
caracteristicas fisioldgicas, a potencialidade para a sobrevivéncia. Desta forma, aumentar a
pressao seletiva, por meio de poluicdo quimica, para organismos aquaticos, pode representar
um déficit no potencial para predacdo e exploragao de recursos. Peixes sdo um 6timo modelo
bioldgico para investigar os efeitos das substincias quimicas no ambiente aquatico devido a
sua diversidade e abundancia, a ocupacdo de diversos nichos e ao seu uso na alimentacao
humana. Tendo em vista a problematica da poluicdo ocasionada pela deposicao de
agrotoxicos em ambientes aquaticos, o presente trabalho visa a analise de possiveis efeitos
ecotoxicologicos do herbicida glifosato, um dos componentes quimicos mais comercializados
no Brasil. Sua concentragdo maxima em agua potdvel (dguas de classe 1) ¢ de 65 pg/L
estabelecida pela Resolugdo CONAMA n° 375 de 2005. No presente trabalho avaliamos sua
toxicidade nos comportamentos de predagdo, preferéncia de luz e comportamento
anti-predador em Danio rerio expostos por 48h ao composto. Ademais, foi realizada analise
de atividade da enzima Acetilcolinesterase (AChE) em peixes expostos a tal concentrag¢ao por
um periodo de 96 horas. Os resultados demonstraram que individuos do grupo experimental
necessitaram estar mais proximos a presa para entdo, moverem-se em sua dire¢do. Além
disso, os peixes apresentaram uma tendéncia a permanecerem por mais tempo no
compartimento claro e escaparam mais lentamente de um ataque simulado, indicando sinais
de vulnerabilidade a predacdo. A andlise de atividade da enzima AChE revelou aumento
significativo da atividade no cérebro, o que difere do esperado, uma vez que o glifosato ¢
frequentemente considerado um inibidor da AChE. Ja a atividade da AChE muscular nio
demonstrou diferenca significativa. Os achados sugerem que o glifosato, mesmo na
concentracdo abaixo do permitido pela legislagdo brasileira, causa danos ao modelo
biologico.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; agrotoxico; Comportamento;  Acetilcolinesterase,
bioindicador.



ABSTRACT

In natural environments, organisms suffer selective pressure and demonstrate their potential
for survival through their physiological characteristics. In this way, increasing selective
pressure on aquatic organisms through chemical pollution can represent a deficit in the
potential for predation and exploitation of resources. Fish are an excellent biological model
for investigating the effects of chemical substances in the aquatic environment due to their
diversity and abundance, their occupation of various niches and their use in human food. In
view of the problem of pollution caused by the deposition of pesticides in aquatic
environments, this study aims to analyze the possible ecotoxicological effects of the herbicide
glyphosate, one of the most widely marketed chemical components in Brazil. Its maximum
concentration in drinking water (class 1 water) is 65 pg/L, as established by CONAMA
Resolution No. 375 of 2005. In this study, we evaluated its toxicity on predation behavior,
light preference and anti-predator behavior in Danio rerio exposed to the compound for 48
hours. In addition, the activity of the enzyme Acetylcholinesterase (AChE) was analyzed in
fish exposed to this concentration for a period of 96 hours. The results showed that
individuals from the experimental group needed to be closer to the prey in order to move
towards it. In addition, the fish tended to remain in the light compartment for longer and
escaped more slowly from a simulated attack, indicating signs of vulnerability to predation.
Analysis of AChE enzyme activity revealed a significant increase in activity in the brain,
which differed from what was expected, since glyphosate is often considered an AChE
inhibitor. Muscle AChE activity showed no significant difference. The findings suggest that
glyphosate, even at concentrations below those permitted by Brazilian legislation, causes
damage to the biological model.

Keywords: Ecotoxicology; agrochemicals; Behavior; Acetylcholinesterase, bioindicator.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil ¢ considerado o maior consumidor de agrotéxicos desde 2008, segundo
relatorios divulgados em 2020 pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (Boletim 2022 -
IBAMA). No ano de 2021, o pais alcangou o recorde de agrotoxicos registrados na historia,
com um total de 562 componentes liberados para uso e para comercializagdo (Brasil,
Ministério da Agricultura e Pecuaria, 2022), a fim de serem utilizados para controle de
diferentes espécies-alvo. Entre as preocupagdes geradas por esse excesso de produtos
liberados, cabe o destaque trazido por Karen Friedrich ef al. (2021) de que do montante de
ingredientes ativos de agrotoxicos liberados no Brasil, 81% sdo proibidos em pelo menos trés
paises da Organizagdo para a Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico (OCDE), como ¢ o
caso da Atrazina, um herbicida, que segundo Critério de classificacio — Diretiva n°
1.272/2008, provoca sensibilizacdo dérmica e alergia, ¢ toxico com exposi¢do repetida e
toxico para a vida aquética (agudo e cronico). Além desse exemplo pode citar-se ainda o
Acefato (Acaricida e Inseticida), a Malationa (Acaricida e Inseticida), o Tetraconazol
(Fungicida), o Carbendazin (Fungicida) e o Picloram (herbicida) (Friedrich et al., 2021).

Frente a liberacdo de produtos como agrotoxicos e fertilizantes somados ao
crescimento populacional, o cenario de poluicdo aqudtica se estabelece (Jesus; Carvalho,
2008). A contaminagdo de dgua por agrotdxicos recebe atencdo da academia ha alguns anos.
Grandral} et al. (1995) demonstraram que o inseticida diazinon era encontrado acima do
limite permitido na Alemanha para agua potavel. Ainda, o nimero crescente de relatos de
contaminagdo de mananciais hidricos subsuperficiais por atrazina, acima do limite de
potabilidade (0,1 g.L"), levou a redugdo da dose maxima recomendada na Franga € a
proibicao de seu uso na Alemanha (Dousset et al., 1997). Marques et al. (2002) encontraram
os compostos Triclorfon e Fenvalerato acima dos limites permitidos pela Lei Internacional.
Dores e De-Lamonica-Freire (2001) concluiram que, dentre os compostos detectados em suas
pesquisas, artrazina, metribuzina e metaclor representavam os principios ativos com maior
mobilidade e eram detectados frequentemente em ecossistemas aquaticos de diversos paises.

Embora o transporte e a concentracdo destes compostos nos ambientes aquaticos
representam mecanismos complexos, ja foi verificado que as substancias percorrem longas
distancias a partir das fontes poluidoras. Gregor e Gummer (1989) constataram a presenga de
agrotoxicos organoclorados na neblina sobre o oceano no Canadd, e Schomburg e Glotflelty

(1991) verificaram a presenca de tais compostos na neve do Artico. Estas evidéncias deixam
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claro que uma vez disponiveis no ambiente, a dispersdo ¢ a influéncia sobre a biota sao
inevitaveis.

A qualidade da 4gua potavel desempenha um papel fundamental na prote¢ao da saude
publica. O perfil de compostos quimicos detectados nesse recurso natural tem gerado
preocupacdes significativas sobre potenciais interacdes aditivas ou sinérgicas entre os
agrotoxicos. Considerando que a maioria das pessoas estd exposta a uma mistura desses
agentes quimicos, ¢ fundamental avaliar o risco representado por essa exposi¢do para a saude
publica. Em um panorama tragado por Panis ef al. (2022), a partir da analise de agua de beber
em 326 cidades do Parana, a relacdo entre a incidéncia de cancer em moradores ¢
positivamente correlacionada a presenga de agrotdxicos na agua. Além disso, os autores
discutem o quanto os niveis regulatorios de agrotdxicos na agua potavel estdo acima dos
niveis estipulados para a Unido Europeia, variando de 20 vezes mais altos para atrazina e
alacloro a 5.000 vezes mais altos para glifosato (Bombardi, 2019).

Lopes e Albuquerque (2018) realizaram uma revisdo sistematica no periodo de 2011 a
2017 a respeito dos efeitos da exposicdo a agrotdxicos para a saide humana e ambiental,
destacando a intoxicacao, principalmente em trabalhadores rurais. Os autores pontuaram que
estes trabalhadores sdo mais suscetiveis a apresentar transtornos mentais, dores de cabega,
nauseas, e disturbios respiratorios. Gaboardi (2021) analisou amostras de urina de individuos
de dez municipios do Sudoeste do Parand, constatando a contaminagdo de glifosato em
58,3% dos casos e em 34,7% das amostras analisadas a contaminac¢do pelo herbicida de
2,4-D. Camiccia et al. (2022) detectaram, no municipio de Francisco Beltrao, o glifosato em
100% das amostras coletadas no leite materno durante o periodo de pulverizagdo de milho e
soja no ano de 2018.

A fim de analisar a integridade ambiental dos recursos hidricos, bem como do seu
potencial para o abastecimento publico, a consideracao de bioindicadores como ferramenta de
analise ¢ bastante relevante. Isto porque as complexas interagdes das comunidades bioldgicas
em ambientes aqudticos afetados por compostos quimicos resultam em mudancas na
densidade e diversidade desses organismos nos ecossistemas. Além disso, as alteragdes
analisadas, sejam comportamentais, abundancia, diversidade, ou mesmo fisioldgicas,
possibilitam identificar, eficientemente, os efeitos das agdes humanas ou as variagdes naturais
no ambiente, permitindo uma avaliagdo bioldgica dos fatores em agdo (Chalar, 1994).

Em uma comunidade aquatica natural, organismos enfrentam forgas de pressdo seletiva
para sobreviver, necessitando de estratégias tanto para forragear, quanto na aptidao de defesa

contra seus predadores. A medida que tais organismos sdo expostos continuamente a
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substancias quimicas enfrentam ainda a pressao seletiva exercida pelos compostos quimicos.
Uma vez que sdo um fator de estresse aos organismos, os compostos quimicos acarretam em
um comprometimento de processos bioldgicos como, por exemplo, a predacdo acompanhada
de uma menor taxa de alimentacao (Barton, 2002).

Peixes desempenham um papel crucial como modelos bioldgicos em pesquisas na area
de ecotoxicologia devido a sua ampla diversidade e abundancia, & ocupacdo de uma
variedade de nichos e ao seu papel significativo na cadeia alimentar humana
(Bueno-Krawczyk, 2016). Danio rerio (Hamilton, 1822), conhecido como peixe-zebra, ¢
considerado um indicador confiavel em estudos genéticos, comportamentais e toxicoldgicos
devido a sua alta sensibilidade, facilidade de manipulacdo em laboratorio e similaridades
genéticas com o genoma humano, apresentando um elevado grau de homologia de genes
ortdlogos, que equivale a cerca de 70% (Howe et al., 2013).

Evidéncias sobre alteracdes resultantes da exposicdo a substancias quimicas no
desenvolvimento, no padrdo comportamental, sobretudo na natacdo e na predagdo de peixes
jé foram registrados na literatura. Khan et al. (2016) demonstraramque  Cyprinus  carpio
(carpa-comum) quando exposto a glifosato e atrazina, a diferentes concentragdes, resultou em
alteragdes no comportamento e num declinio nas concentragdes de glicose no plasma. Bridi et
al. (2017) constaram que a exposicdo a glifosato nas concentragdes 0,01 pg/L, 0,065 pg/L e
0,5 mg/L em estagios iniciais de desenvolvimento do peixe Danio rerio diminuiram o
comprimento corporal e alteraram o comportamento natatorio de larvas, reduzindo distancia
percorrida. Sandoval-Herrera et al. (2019), expuseram o tetra Astyanax aeneus (lambari)
expostos a um pesticida organofosforado e perceberam que a espécie teve um comportamento
de evitacdo alterado e uma menor capacidade de escapar de um ataque predador. Grzesiuk et
al. (2023) estudaram o impacto da fluoxetina, em Carassius carassius (carpa cruciana)
concluindo que o comportamento de predacdo de Carassius carassius foi alterado com a
exposicao ao farmaco resultando em uma distancia de reagdo menor e taxa de alimentacdo
mais lenta comparada ao grupo que ndo exposto.

Como observado por Goulart (2019), o comportamento desempenha um papel
importante como elo entre processos fisiologicos e ecologicos. Esse aspecto ¢ influenciado
por estimulos externos que atuam por meio de redes neurais. Conforme discutido por Weber e
Spieler (1994), interromper tais sequéncias antes da conclusdo provavelmente levara a
mudangas adversas no comportamento dos peixes. Efeitos de neurotoxicidade advindos da
exposi¢ao a glifosato ja foram evidenciados em Perna perna (mexilhao marrom), Danio rerio

(Peixe-zebra) e Poecilia reticulata (barrigudinho) (Sandrini et al., 2013).
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Um biomarcador altamente utilizado para a avaliagdo da neurotoxicidade de
substancias quimicas ¢ a Acetilcolinesterase (AChE), uma enzima que, em peixes, ¢
encontrada no cérebro, musculos e eritrocitos (Klemz, 2005), desempenhado um papel crucial
em varias fungdes fisiologicas, incluindo a localizagdo de presas, a evasdo de predadores ¢ a
orientagdo em dire¢do ao alimento (Glusczak et al., 2006). Organofosforados, como o
glifosato, sdo conhecidos por inibirem a AChE. Eles bloqueiam a a¢do da enzima que ¢
responsavel por quebrar a acetilcolina (ACh) (um neurotransmissor), resultando em um
aumento nos niveis e na duracao da acdo da ACh (Colovic et al., 2013) na fenda sinaptica.

A compreensdo sobre a alteracdo no padrdo comportamental de diferentes espécies
frente a contaminagdo da dgua por agrotoxicos € essencial. Com base em tais fundamentos, o
presente trabalho visou analisar os possiveis efeitos ecotoxicologicos do glifosato em
concentracdo ambiental permitida em aguas naturais, conforme Resolucdo do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA). Como forma de verificar os efeitos, o trabalho foi
dividido em trés capitulos. No primeiro capitulo, o foco foi a analise do comportamento de
predacdo de D. rerio comparando o grupo experimental ao grupo controle. O segundo
capitulo buscou verificar as diferengas comportamentais entre os grupos experimental e
controle de D. rerio quanto a preferéncia por iluminagao (claridade ou escuriddo), além das
respostas de fuga diante de um predador ficticio. Por fim, o terceiro capitulo concentrou-se na
andlise da atividade da enzima AChE em D. rerio, comparando o grupo experimental com o

grupo controle.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ECOTOXICOLOGIA

Com as varias doengas e mortes provocadas pelo uso inadequado de substancias
quimicas no meio ambiente, muitos paises deram inicio ao monitoramento ambiental e a
pesquisas para avaliacdo do nivel de contaminagdo em efluentes de varios ramos industriais
(Zagatto; Bertoletti, 2008). Um fato a se citar ¢ a contaminagdo de todo o ecossistema de
Clear Lake, um ponto turistico da Califérnia, sendo a area aquatica povoada por milhares aves
piscivoras, os mergulhdes (Adechmophorus occidentalis). No final da década de 1940, a
presenga abundante de mosquitos (Chaoborus astictopus) incomodava os que aproveitavam
os momentos de lazer a beira do lago e como método de controle dos insetos foram realizadas
trés aplicagdes controladas do inseticida DDD (dicloro difenil dicloroetano), o que resultou
em uma contaminag¢do DDD em todo o ecossistema dizimando a populacdo de mergulhdes em
poucos anos devido a falhas reprodutivas (Vasseur; Jean-Frangois Masfaraud; Blaise, 2020).

O termo Ecotoxicologia surge pela primeira vez em uma reunido do Committee of the
International Council of Scientific Unions (ICSU) em junho de 1969, quando a ecotoxicologia
¢ definida como a “ciéncia que estuda os efeitos dos agentes quimicos e fisicos sobre os
organismos vivos, populagdes e comunidades, animais, plantas ou microorganismos, dentro
de ecossistemas definidos, compreendendo assim a interacdo das substancias com o meio
(Plaa, 1982).

No ano de 1980, as agéncias ambientais do mundo comecaram a determinar
protocolos padronizados de bioensaios de toxicidade utilizando organismos aquaticos
(Zagatto; Bertoletti, 2008). O chamado “Clean Water Act” foi um marco regulatério que
concedeu a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana o poder de implantar programas de
controle da poluicdo, abrangendo padrdes de qualidade de efluentes industriais, e
requerimentos para a fixagdo de parametros de qualidade da agua para todos os compostos
quimicos de aguas superficiais (Magalhaes; Ferrdo-Filho, 2008).

Autores como Rachel Carson (1982), René Truhaut (1977), Aldo Leopold (1935), e
David Peakall (1992) s3o reconhecidos por contribuiram para o desenvolvimento e
compreensdo da ecotoxicologia. Havendo nos dias atuais inimeros trabalhos publicados que
contribuem para a conhecimento dos efeitos de substancias quimicas em organismos nao alvo

(Bordin et al., 2023; Bridi et al., 2017; Faria et al., 2021; Grzesiuk et al., 2023; Khan et al.,
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2016; Martinez et al., 2020; Pavan et al., 2021; Pereira, 2018; Sandoval-Herrera et al., 2019;
Sandrini et al., 2013).

A Ecotoxicologia Aquatica vem ganhando cada vez mais destaque devido a crescente
poluicao de corpos hidricos, principalmente por contaminantes emergentes (Ramirez-Malule;
Quinones-Murillo; Manotas-Duque, 2020). O ambiente aquatico esta repleto de substancias
toxicas presentes em concentragdes suficientes para causar danos significativos as espécies
que ali vivem. As respostas a esses compostos quimicos podem ser letais ou subletais.
Respostas letais estdo relacionadas as taxas de mortalidade, ja respostas subletais sao aquelas
que nao resultam em morte, mas afetam a alimentagdo, reproducao, mobilidade e podem
causar alteragdes fisioldgicas, morfoldgicas e comportamentais nos organismos aquaticos
(Sparling, 2016). Tais estudos se fazem necessarios, para que seus riscos potenciais possam
ser minimizados ¢ medidas saneadoras possam ser efetivadas com o intuito de diminuir seus

provaveis impactos (Costa et al., 2008; Stiitzer; Guimaraes, 2003; Walker ef al., 2019).

2.2 CONTAMINACAO DO AMBIENTE AQUATICO

Os herbicidas sdao especialmente propensos a contaminacdo de aguas, visto que sao
aplicados diretamente no solo e podem lixiviar para lengois freaticos, corregos, rios e lagos
(Buser, 1990). Embora muitos produtos quimicos possam permanecer parcialmente
localizados, alguns fendmenos fisicos e at¢ mesmo bioldgicos sdo capazes de levar a sua
disseminagdo para partes distantes do globo (Plaa, 1982). No processo de transporte os
compostos quimicos, sofrem alteracdes na concentracdo, onde podem diluir, aumentar sua
concentragdo ou sofrer transferéncia de fase. Além de serem molecularmente alterados devido
a degradagdo ou diversas reagdes quimicas que podem aumentar, diminuir, ou mesmo inativar
seu poder toxico (Zagatto; Bertoletti, 2008).

Conforme a Resolugdo CONAMA n° 01, de 23/01/86, a definicdo de impacto
ambiental abrange quaisquer modificagdes nas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas
do meio ambiente, resultantes de atividades humanas que tenham influéncia direta ou indireta
na saude, seguranca e bem-estar da populagdo. Isso inclui também as implicagdes nas
atividades sociais e econOmicas, a biota, nas condi¢Oes sanitarias e estéticas do ambiente,
assim como na qualidade dos recursos ambientais.

A diferenciagdo entre os conceitos de contaminacdo e poluigdo ¢ crucial. A
contaminag¢do ocorre quando uma substancia esta presente em um local onde ndo deveria estar

ou em concentragdes acima do nivel natural. Ja a poluigdo € caracterizada pela contaminagao
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que resulta ou pode resultar em efeitos bioldgicos prejudiciais para as comunidades presentes.
Todos os poluentes sdo considerados contaminantes, porém nem toda substancia
contaminante é necessariamente considerada poluente (Chapman, 2007).

Dentre as fontes de poluicdo aquatica observam-se fontes pontuais, sendo aquelas que
sao identificaveis no espago e no tempo, e fontes nao pontuais ou difusas, onde nao € possivel
identificar o ponto de langamento dos compostos quimicos no meio aquatico (Zagatto;
Bertoletti, 2008). Devido a sua natureza aberta e dinamica, os sistemas aquaticos naturais
estdo sujeitos a mudangas constantes em sua composi¢do quimica (Costa et al., 2008). No
Brasil a Resolugdo CONAMA 357/05, estabelece os padroes de qualidade de aguas
continentais, estuarinas e marinhas, bem como classifica seus tipos e o uso preponderante das
aguas superficiais, regulamentando o langamento de efluentes em corpos d'agua (Zagatto;
Bertoletti, 2008).

A contaminacao aquatica por agrotoxicos persistentes € uma preocupacao constante.
Panis et al. (2022) em seu trabalho discutem dados divulgados entre o periodo de 2014-2017
no relatorio SISAGUA do Programa Nacional de Vigilancia da Qualidade da Agua para
Consumo Humano (Vigiagua). 326 dos 399 municipios do estado do Parand, tiveram sua agua
de beber analisada e informada no relatdrio. Destes, 127 municipios, que correspondem a uma
taxa de cobertura de 50% da populacdo do estado apresentaram pelo menos um agrotdxico
listado pela International Agency for Research on Cancer como possivel cancerigeno.
Apresentando ainda certas concentracdes de agrotoxicos acima dos limites permitidos pela

legislagao brasileira.

2.3 BIOENSAIOS DE TOXICIDADE

Os bioensaios de toxicidade sdo realizados com organismos bioindicadores, que
gracas a seus pequenos limites de tolerancia ecoldgica, quando expostos a certas substancias
quimicas, apresentam alteragdes, sendo elas fisiologicas, morfoldgicas ou comportamentais
(Magalhaes; Ferrao-Filho, 2008). Segundo Gary M. Rand (1995) e a AWWA - American
Water Works Association (1995), para que um organismo seja classificado como bioindicador,
deve apresentar as seguintes caracteristicas: seletividade constante e elevada aos compostos
quimicos, disponibilidade e abundancia, uniformidade e estabilidade genética nas populagdes,
representatividade de seu nivel tréfico, ampla distribui¢do e importancia comercial e,

facilidade de cultivo e de adaptacdo as condicdes laboratoriais (Costa et al., 2008). Neste
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sentido, a utilizacdo de peixes em bioensaios, para verificar os efeitos ecotoxicoldgicos com
compostos encontrados em ambientes aquaticos, ¢ comum.

A utilizagdo de tais bioensaios ¢ importante para avaliar o efeito nocivo de compostos
quimicos langados no ambiente, sendo expressos por concentracdes letais, efetivas ou
inibidoras, que podem acarretar, respectivamente, em mortalidade, anormalidade ou inibigdo a
50% dos organismos expostos (Jesus; Carvalho, 2008). As exposi¢des sdo realizadas em
diferentes concentracdes de substancias, amostras de efluentes ou agua bruta, por um
determinado periodo de tempo (Magalhaes; Ferrao-Filho, 2008). A exposi¢do de organismos
teste a um agente toxico pode ser aguda, quando a concentragdo de uma substancia toxica ¢
liberada em um tnico episodio e absorvida rapidamente, ou cronica, quando o agente toxico ¢
liberado em episodios frequentes, em concentragdes subletais, durante um longo periodo de
tempo (Schvartsman, 1991). Efeitos cronicos no ambiente aquatico sdo comumente
observados devido ao fato de haver intensa descarga de efluentes que diluem-se facilmente
nos corpos hidricos atingem organismos nao-alvos, causando efeitos a longo prazo
relacionados ao comportamento e aspectos fisiologicos (Magalhdes; Ferrdo-Filho, 2008;
Silva; Pompéo; Paiva, 2015; Zagatto; Bertoletti, 2008).

A realizagdo de bioensaios de toxicidade apresenta uma série de normas e
procedimentos padronizados que devem ser seguidos, se fazendo necessdrio monitorar
condi¢des ambientais especificas como pH, temperatura, oxigénio dissolvido para que estes
ndo interfiram nos resultados. Atualmente, varios ensaios de toxicidade sdo estabelecidos
nacionalmente e internacionalmente por organizagdes ou associagoes de normalizagdo, como
Associagdo Brasileira de Normas e Técnicas (ABNT), Association Frangaise de
Normalisation (AFNOR), American Water Work Association (AWWA), American Society for
Testing and Materials (ASTM), Deutsches Institut fur Normung (DIN), International
Organization for Standardization (ISO) e Organization for Economic Co-Operation and
Development (OECD). Suas diretrizes padronizam métodos de exposi¢do, condi¢des
experimentais, selecdo de organismos, observacdes e relatorios posteriores, definindo os
critérios de validade do estudo. Essa padronizagdo possibilita a comparagao entre estudos e €
util para avaliacdes de variabilidade intra e interlaboratoriais (Butler et al., 2020; Zagatto;

Bertoletti, 2008;).

2.4 HERBICIDAS
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O termo erva daninha, ou praga, leva em consideracdo plantas que em um
determinado momento estdo indo contra os interesses do homem, causando danos a culturas
agricolas ou a alguma outra atividade econdmica, de forma direta ou indireta. Para Salomon
(1996), ndo existe nenhuma “praga” na natureza, sendo essa consideracao feita pelo homem e
sua percep¢ao social (Salomon, 1996 apud Zagatto; Bertoletti, 2008). O uso de herbicidas
tornou-se muito comum em paises em desenvolvimento, sendo sua aplicagdo feita no solo
com finalidade controlar tais plantas daninhas. Esses compostos agem em locais especificos
da planta denominados ‘“sitios de a¢do”, e ao ligarem-se a estes inibem fung¢des vitais na
planta. Porém, sua a¢do pode atingir além da planta-alvo espécies nativas e organismos
ndo-alvo acarretando em impactos negativos sobre tais organismos (Barros et al., 2017,
Haggblade et al., 2017; Gianessi; Williams, 2011; Rodenburg; Johnson, 2013; Roman et al.,
2005).

O glifosato (N-(fosfonometil) glicina), nimero de registro [CAS 1071-83-6], cuja
formula molecular C;HgNOsP (Figura 1) ¢ um herbicida ndo-seletivo pertencente ao grupo
dos organofosforados, com atividade pds-emergéncia e sistémica. Possui comportamento
zwiteridnico, apresentando duas cargas neutras de pH, uma carga positiva no grupo amino e
uma negativa no grupo fosfonato. Por ser uma molécula polar, o glifosato ¢ altamente soluvel
em agua (12 g/L) e insoluvel na maioria dos solventes organicos (Veiga et al., 2001).
Apresenta em sua formulagdo, surfactantes como a polioxietileno amina, que tem como acgao
o aumento da absor¢do e translocacdao do herbicida na planta-alvo. Na planta sua acdo afeta
as vias do chiquimato ao inibir a enzima 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS),
tal inibicdo resulta em uma redugdo dos niveis dos aminoacidos tirosina, fenilalanina e
triptofano, além de possivel diminuicao de segundos metabdlitos, como flavonoides, lignina e
fitoalexinas, gerando uma série de distarbios metabolicos, levando a planta a morte
(Coutinho; Mazo, 2005; Duke et al., 2012; Jayasumana et al., 2014; Matozzo et al., 2020;
Mertens et al., 2018; Schonbrunn et al., 2001; Steinriicken; Amrhein, 1980).
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Figura 1: Formula estrutural do Glifosato.
OH 'Ii|Jl
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Fonte: COUTINHO, C. F. B.; MAZO, L. H. Metallic complexes with glyphosate: a review. Sdo Paulo: Quimica
Nova, V. 28, n. 6, 2005. Disponivel em:
lzlt)tlz);:.//www.scielo.br/scielo.php?script=sci7arttext&amp;pid=SO100-40422005000600019. Acesso em: 01 ago.

As propriedades herbicidas do glifosato foram descobertas em 1970, sendo logo em
1974 lancada a primeira formula¢do comercial sob o nome de Roundup® (Annett; Habibi;
Hontela, 2014; Zhang et al., 2017; Smith; Vera; Bhandari, 2019). Atualmente, os herbicidas a
base de glifosato sao os produtos quimicos agricolas mais utilizados em todo o mundo, sendo
que em 2022 mais de 246 toneladas comercializadas apenas no Brasil, segundo dados do
IBAMA (2022). Tais herbicidas a base de glifosato sdo reconhecidos entre os produtos
quimicos agricolas mais importantes de todos os tempos em decorréncia do desenvolvimento
de culturas resistentes (Annett; Habibi; Hontela, 2014).

No Brasil, os limites para quantidade de glifosato na 4gua sdo estabelecidos conforme
resolugdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 357/2005, sendo o valor
maximo permitido em agua classe I (4gua potavel) de até 65 pg glifosato L', ja em aguas de
classe II (consumo de peixes, recreacao, propagagao ¢ manutencdo da saude), a concentragao
permitida é de 280 pg de glifosato L ' (Brasil, 2005). A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria considera o glifosato um produto de baixa toxicidade ao meio ambiente, embora
haja muitos estudos demonstrando a sua toxicidade (Bordin et al., 2023; Bridi ef al., 2017;
Faria et al., 2021; Khan ef al., 2016; Martinez et al., 2020; Pavan et al., 2021; Sandrini et al.,
2013; Silva, Barp, Armiliato, 2017). Em paises como Sri Lanka, Franga, Italia, El Salvador,
Holanda e Bermudas o uso do glifosato ¢ proibido (Malkanthi ez al., 2019).

Dentro os efeitos toxicos do glifosato em Danio rerio evidenciam-se o aumento de
estresse oxidativo no cérebro (Faria et al., 2021), maior frequéncia de micronucleos nos
eritrocitos (Carmo; Silva; Armiliato, 2020), comprometimento da memoria (Bridi ef al.,
2017), modificagdes transcricionais de genes (Altenhofen et al., 2017), efeitos subletais nos

ovarios (Silva; Barp; Armiliato, 2017) e toxicidade reprodutiva (Uren Webster et al., 2014).
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2.5 MODELO BIOLOGICO - Danio rerio

Peixes desempenham um papel crucial como modelos bioldgicos em pesquisas
ecotoxicologicas devido a sua diversidade e abundéncia, a ocupagao de diversos nichos e ao
seu uso na alimentagdo humana. Uma vez que habitam os corpos hidricos representam
juntamente com esses ambientes, os receptores finais das multiplas fontes de poluicdo
(Bueno-Krawczyk, 2016).

Danio rerio (Figura 2) também conhecido como paulistinha ou zebrafish, foi descrito
por Hamilton Buchanan em 1822 ¢ um peixe tropical de agua doce, pertencente a familia
Cyprinidae pertencente a Classe Actinopterygii (Eschmeyer; Fricke, 2015). O nome Danio

deriva do nome bengali “dhani”, que significa “do campo de arroz” (Talwar; Jhingran, 1991).

Figura 2: Modelo bioldgico: peixe da espécie Danio rerio.

Fonte: A autora, 2023.

Comumente conhecido como zebrafish ou paulistinha, Danio rerio € originario do
Himalaia no sul da Asia, como India, Nepal, Butdo, Paquistdo, Bangladesh e Mianmar
(Barman, 1991; Spence et al., 2008). Em sua fase adulta possui tamanho corpdreo entre 2 a 3
cm. Seu corpo € esguio e alongado com um padrdo de cor distinto baseado em listras
horizontais escuras e claras alternadas, que podem ser divididas em manchas ou barras
(Spence et al.; 2008). Possui boca terminal obliqua voltada para cima, sua mandibula inferior
se projeta mais longe do que a parte superior, ¢ os olhos sdo centrais e ndo visiveis de cima.
As caracteristicas de diagndstico para a espécie sao uma linha lateral incompleta que se
estende até a nadadeira pélvica base, dois pares de barbilhdes e cinco a sete listras
longitudinais azuis escuras que se estendem por trds do opérculo na nadadeira caudal
(Barman, 1991).

O zebrafish ¢ uma espécie gregaria e nada em pequenos cardumes (5-20 individuos).

Demonstra padroes de hierarquia de dominio, a qual ndo esta relacionada ao sexo, podendo
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ambos os sexos estabeleceram esses padrdes, e até que as relagdes de dominancia sejam
estabelecidas podem apresentar interagdes agressivas. O individuo dominante pode apresentar
cores mais fortes, enquanto os subordinados mais palidos e, além disso, o dominante ocupa
areas maiores que os subordinados (Lawrence, 2007; Spence et al., 2008).

Sua atual proeminéncia como organismo modelo decorre do trabalho de Streisinger et
al. (1981), que foi pioneiro em seu uso para aplicar a genética molecular ao estudo de
vertebrados. Atualmente D. rerio ¢ um modelo bioldgico indispensavel na pesquisa cientifica
pelo fato de ser um peixe de pequeno porte, de facil manutengdo, economicamente viavel para
criacdo, possuindo alta taxa de reproducao e seu genoma sequenciado (Silveira; Schneider;
Hammes, 2012). Suas informagdes hereditarias encontram-se codificadas, apresentando um
elevado grau de homologia com cerca de 70% de genes ortélogos aos contidos no genoma
humano, esses genes sao oriundos de uma especiacao a partir de um ancestral comum entre as

duas espécies (Howe et al., 2013).

2.6 INTERACOES ECOLOGICAS: PREDACAO

O estudo das interagdes ecologicas faz parte da area da Ecologia conhecida como
Ecologia de Comunidades. De maneira natural, organismos sofrem pressao seletiva uma vez
que fazem parte de uma comunidade, ¢ possuem seu padrdo de desenvolvimento regulado
pelas condi¢des disponiveis no meio, sendo que com condi¢des favoraveis o individuo
explora os recursos disponiveis para obter eficiéncia no crescimento e reproducao, exibindo
assim seu melhor desempenho. O aumento na quantidade de alimento consumido leva a uma
elevagdo das taxas de crescimento, desenvolvimento e natalidade, assim como diminui¢do nas
taxas de mortalidade (Begon, 2007).

Em ambientes aquaticos, assim como em outros ecossistemas, segundo as teorias
dominantes, a importancia dos recursos exerce forca de baixo para cima (efeito bottom up), e
de maneira contraria o papel dos consumidores exerce forca de cima para baixo (efeito fop
down) (Horppila et al., 1998). Uma das metas da ecologia de comunidades ¢ identificar
através de diferentes niveis troficos quais populagdes sdao limitadas por recursos e quais
limitam-se através do consumo e pressao exercida pelos niveis troficos superiores (Del-Claro;
Silingardi, 2006).

A interagdo ecoldgica de predagdo pode ser representada em modelos de cascatas
troficas, que sdo definidas como o efeito bilateral entre predador-presa, modificando a

abundancia, biomassa ou produtividade de uma comunidade populacional ou nivel trofico
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(Pace et al., 1999). Pode-se considerar a predacdo como um processo bioldgico importante
para a compreensdo das inter-relacdes entre as comunidades, principalmente a partir da
compreensdo dos diferentes mecanismos utilizados pelos consumidores (Little e Kitching,
2000).

A medida que um organismo ¢ exposto a algum estresse ambiental, seja uma condi¢do
de pressdo seletiva ou a um agente toxico que o leve para fora de sua faixa 6tima, algum
processo bioldgico ¢ comprometido (Magalhaes; Ferrdo Filho, 2008). Sandoval-Herrera ef al.
(2019) constataram em seu estudo que Astyanax anaeus expostos a etoprofos, um pesticida
organofosforado, respondem mais lentamente ao ataque simulado de um predador,
comparados a peixes ndo expostos. Ja Grzesiuk et al. (2023) constataram que Carassius
carassius expostos a fluoxetina, um farmaco comumente prescrito como antidepressivo,
tiveram sua eficacia de predacao sobre Daphnia magna reduzida, comparados a organismos
nado expostos.

Respostas subletais como mudangas comportamentais podem ter efeitos ecoldgicos na
populagdo, bem como a nivel de comunidade, visto que em um ambiente contaminado tanto
predador como presa estdo expostos, € um pode ser mais suscetivel que outro. A capacidade
reduzida de evitar predadores pode aumentar as taxas de mortalidade afetando o tamanho da
populacdo e a estrutura da comunidade. As presas expostas a compostos quimicos ficam mais
vulneraveis a um predador, estando suscetiveis a falha na deteccdo de predador, risco ao
deixar refligios para encontrar comida, ter um baixo desempenho e resisténcia, e

hiperatividade. (Mesa et al., 1994; Scott; Sloman, 2004; Weis; Candelmo, 2012).

2.7 BIOMARCADORES

[3

O termo biomarcador surgiu em 1897, sendo estabelecido como “indicadores que
assinalavam eventos em sistemas ou amostras biologicas sob exposicdo a compostos
quimicos”. A énfase inicial estava centrada nos efeitos em seres humanos. Posteriormente,
Adams (1990) modificou a defini¢do original para abranger respostas ndo apenas em seres
humanos, mas também em organismos, populacdes e comunidades aquaticas em 1994,
Depledge ampliou a defini¢do, incorporando respostas comportamentais € outras perspectivas
ecotoxicologicas criticas, como diversidade genética (Jesus; Carvalho, 2008).

Atualmente biomarcadores sdo definidos como respostas bioldgicas adaptativas a

estressores englobando indicadores bioquimicos, fisiologicos, histologicos, celulares ou
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comportamentais (Depledge, 1992; Depledge, 1994; Forbes; Annemette Palmqvist; Bach,
20006).

Os biomarcadores podem ser classificados como de i) exposi¢do, ii) efeito ou iii)
suscetibilidade. 1) Biomarcadores de exposicdo sao mudangas bioldgicas mensuraveis que
indicam a exposi¢ao dos organismos a um composto quimico. Um exemplo de biomarcador
de exposi¢do inclui parametros bioquimicos que tém sido estudados em peixes para avaliar
suas respostas a substancias toxicas. ii) Biomarcadores de efeito sdo caracterizados pela
presenca de estresse que pode ser revertido assim que o agente estressor cessa sua influéncia.
Tais biomarcadores sao identificados pela ativagao de mecanismos de defesa celular, que tém
inicio como respostas adaptativas a nivel molecular e bioquimico. Um exemplo de tais
bioindicadores sao enzimas que sdo lancadas na corrente sanguinea ap6s a lesdo tecidual. iii)
Biomarcadores de suscetibilidade sdo indicadores de processos que provocam variagdes de
respostas ao longo do tempo e entre exposicdo e efeito. Tais bioindicadores determinam
condi¢des como: individuo saudavel, compensacdo do metabolismo, perturbagao das fungdes,
alteracdes morfoldgicas e morte. (Barrett et al., 1997; Jesus; Carvalho, 2008; Winzer et al.,
2001).

Alguns autores como Fossi e Leonzio (1993) propdem uma classificagdo adicional que
engloba os biomarcadores de exposi¢do e efeito. Estes indicam a ocorréncia de exposi¢ao a
determinados compostos quimicos ¢ podem estabelecer uma ligagdo especifica entre essa
exposicdo e o efeito, caracterizando-o de forma mais precisa. Um exemplo notdvel ¢ a
inibicdo da acetilcolinesterase - AChE (Jesus; Carvalho, 2008; Nascimento; Pereira; Leite,

2006):

2.7.1 Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE) ¢ uma enzima, que em peixes, ¢ encontrada no cérebro,
musculos e eritrocitos (Klemz, 2002). E importante para a ativagio cortical, atengdo, memoria
e aprendizagem, recompensa ¢ dor (Herlenius; Lagercrantz, 2004). A AChE catalisa a
hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh) em colina e acido acético, uma reacao
essencial que permite que um neurdnio colinérgico retorne ao seu estado de repouso apds sua
ativacdo (Colovic et al., 2013). A ACh permanece na fenda sindptica por poucos
milissegundos, tempo suficiente para produzir um potencial de agdo. Dessa forma, a agdo da
AChE ¢ a hidrélise da ACh que se dissocia dos receptores, eliminando a acumulagdo e

religagdo deletérias, impedindo assim, que este neurotransmissor excite novamente a célula
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pos-sinaptica (Blotnick-Rubin; Anglister, 2018).

Os Organofosforados exercem seus principais efeitos toxicologicos através da
fosforilagdo ndo reversivel de esterases no sistema nervoso central. Por serem analogos da
acetilcolina, assim como o substrato natural, eles entram no sitio ativo com uma serina ativa
no fundo (Sussman et al., 1991). Similar a acetilacao, o inseticida ¢ dividido e a enzima ¢
fosforilada. Embora a enzima ACh seja rapidamente hidrolisada para regenerar a enzima
livre, a desfosforilagdo ¢ um processo muito lento, com um periodo de varios dias com isso a
enzima fosforilada ndo consegue hidrolisar o neurotransmissor. A inibi¢do da enzima leva ao
acimulo de ACh na fenda sindptica, resultando em superestimulagdo dos receptores
nicotinicos e muscarinicos de ACh e interrompendo a neurotransmissao (Aldridge e Reiner.,
1972; Boublik et al., 2002; Colovic et al., 2013). A figura 3 demonstrada como ¢ a interagao

da acetilcolinesterase com seu inibidor organofosforado.

Figura 3 : Mecanismo classico de inibi¢ao da AChE por organofosforados.
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Fonte: SANTOS, V. M. R. DOS et al. Compostos organofosforados pentavalentes: historico, métodos sintéticos
de preparagdo e aplicagdes como inseticidas e agentes antitumorais. Quimica Nova, v. 30, n. 1, p. 159-170,
2007. Disponivel em: https://www.scielo.br/j/qn/a/bdm98jCvGnrdqt5dfqG6P3J/#ModalFigesq20

A atividade da AChE ¢ extremamente importante para muitas fungdes fisioldgicas dos

peixes, como localizag@o de presas, evasdo de predadores e orientagdo em dire¢do ao alimento
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(Glusczak et al., 2006). Os inibidores da AChE, ou anticolinesterasicos, bloqueiam a agao da
enzima colinesterase que normalmente quebra a ACh, resultando em um aumento nos niveis e
na dura¢do da acdo do neurotransmissor, comprometendo fungdes fisiologicas do organismo
(Figura 4). Um dos grupos conhecidos pela inibi¢do da AChE s3o os organofosforados

(Colovic et al., 2013).

Figura 4: Ac¢do da AChE e alteragdes fisioldgicas que ocorrem nos peixes resultantes da inibigdo por
organofosforados.
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a- Transmissdo do impulso nervoso com agdo normal da acetilcolinesterase na fenda sinaptica; I) O
neurotransmissor difunde-se através da fenda sinaptica e se liga aos receptores na célula pos-sinaptica; 1) Agdo
da enzima acetilcolinesterase sobre a acetilcolina presente na fenda sinaptica; III) degradacdo da acetilcolina em
acetato e colina. A colina entdo ¢ transportada de volta para o terminal axonal da membrana pré-sinéptica; b -
presenca de organofosforado causando inibicdo da acetilcolinesterase na fenda sindptica. I) difusdo da
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acetilcolina através da fenda sinaptica ligando-se aos receptores na célula pos-sindptica. II) presenga de
organofosforado (OP) na célula. II) Inibi¢do da acetilcolinesterase por conta da presenca do organofosforado.
IV) actimulo da acetilcolina na fenda sinaptica; c- efeitos da inibi¢do da acetilcolinesterase no peixe:
comprometimento da percep¢do do ambiente, comprometimento da memoria, mudangas neurocomportamentais,
hiperatividade e comprometimento da locomogdo. Fonte: A autora, 2023. Adaptado de: MOYES,
CHRISTOPHER D. SCHULTE, P. M. Principios de Fisiologia animal [recurso eletronico]; tradu¢do: Adriane
Bell6 Klein [et al]. — 2. ed. — Dados eletronicos. — Porto Alegre: Artmed, 2010.
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3. CAPITULO 1: ANALISE DE TEMPO DE REACAO DE PREDACAO EM
PEIXES Danio rerio EXPOSTOS AO HERBICIDA GIIFOSATO

3.1 INTRODUCAO

A 4gua ¢ um recurso essencial para a sobrevivéncia, historicamente valorizada,
motivo de disputas territoriais e desenvolvimento civilizatério as margens de grandes rios.
Esforcos para a conservagdo dos recursos hidricos t€ém sido empenhados, mas a alta demanda
da sua utilizagdo aumenta as possibilidades de polui¢ao e impossibilita, ainda que um recurso
essencial para a sobrevivéncia humana (Barbosa, Paiva, Adame, 2017; Silva, Mello,
Almeida, 2019), a manutencdo da sua integridade. Isto porque os ambientes aquaticos sao
suscetiveis aos constantes aportes de poluicdo, aportes estes oriundos de imensas descargas
de esgoto doméstico, residuos industriais e agricolas (Walker et al., 2019).
Consequentemente, a medida que este recurso € contaminado, os esfor¢os de mitigacdo de
poluicdo bem como de restauracdo tornam-se invidveis, visto o alto custo para a remogao de
compostos quimicos, além do fato de alguns compostos ainda nao terem possibilidade de
remoc¢ao dos ambientes.

Um dos grupos de compostos que mais polui os ambientes aquaticos, a partir dos
residuos lixiviados, ¢ o dos agrotoxicos (Choudhury et al., 2008). Embora esses compostos
auxiliem na manuten¢do do cultivo de diferentes monoculturas na agricultura brasileira, seus
residuos chegam aos corpos hidricos e sdo incorporados a 4gua e, como consequéncia, a biota
residente. Dentre os agrotoxicos, o glifosato ¢ um dos herbicidas mais utilizados na
agricultura brasileira e, frequentemente, empregado para o controle de ervas daninhas
urbanas e residenciais (Tang et al., 2020).

Segundo o Painel de Informagdes sobre a Comercializacdo de Agrotoxicos e Afins no
Brasil — série historica 2009 - 2022, disponivel no endereco eletronico do IBAMA, em 2022,
do total de 800,5 mil toneladas de agrotdxicos comercializadas no pais, 266,09 mil toneladas
foram de glifosato, o que representou um aumento de 20,07 toneladas quando comparado ao
ano de 2021. Em 2021 a comercializagdao de glifosato foi de 246,02 mil toneladas. Estudos
realizados por Panis et al. (2022), ao analisarem a agua de beber de 127 cidades do Parana,
constataram a presenga do glifosato e seu metabdlito AMPA em todas as cidades
consideradas no estudo. Embora os valores encontrados estivessem abaixo dos limites
maximos estabelecidos pelos 6rgdos reguladores brasileiros, foram identificados como 747,9

vezes superiores aos limites determinados pela Unido Europeia. No ano de 2023, o uso do
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glifosato nos paises da UE foi objeto de discussdo sobre sua possivel proibicdo, porém,
devido a falta de consenso, seu uso foi prorrogado por mais 10 anos (AgenciaBrasil, 2023;
Euronews, 2023; National Geographic Portugal, 2023; Uol, 2023).

Estudos que investigam a integridade ambiental diante da poluicdo por compostos
quimicos sdo cruciais para entender o impacto dessas substancias nos ecossistemas. Pesquisas
utilizando bioindicadores de ambientes aquaticos tracam um panorama tanto sobre a
qualidade do recurso disponivel quanto do seu potencial para o abastecimento publico.
Muitos compostos quimicos, cada vez mais presentes nos ambientes aquaticos, t€m o
potencial de prejudicar os animais, afetando negativamente suas fungdes cognitivas e, por
conseguinte, provocando mudangas no comportamento (Lucon-Xiccato et al., 2023). O
desenvolvimento de tais pesquisas € essencial para avaliar os potenciais riscos para que se
possam adotar medidas de preservacao dos ecossistemas.

Organismos bioindicadores, por possuirem estreitos limites de tolerancia ecoldgica,
(Magalhaes; Ferrao-Filho, 2008) sdo potenciais indicadores de polui¢do aquatica, e as suas
alteracdes comportamentais representam sinais da neurotoxicidade dos compostos presentes
no ambiente. Neste sentido, os padrdes de comportamento sdo essenciais para a aptidao e
sobrevivéncia do organismo no meio em que vive, visto que € necessario desempenhar tarefas
como o acasalamento, forrageamento e a fuga de possiveis riscos. Estimulos externos
desencadeiam sequéncias fisioldgicas especificas por meio de redes neurais, promovendo o
comportamento normal dos individuos. A interferéncia dessas sequéncias por substancias
quimicas que alteram a fisiologia do animal pode resultar em mudangas comportamentais
prejudiciais a sobrevivéncia do individuo (Weber; Spieler, 1994). Uma vez que o
comportamento serve de ligacdo entre os processos fisiologicos e ecologicos, ¢ uma resposta
de bioindicador ideal para estudar os efeitos dos compostos ambientais. Em estudos
comportamentais, 0s peixes sao importantes modelos bioldgicos devido & sua presenga em
diversos nichos, relevancia na cadeia alimentar humana e ao amplo conhecimento disponivel
sobre sua fisiologia. Além disso, sdo facilmente observados e permitem a quantificacdo de
muitos comportamentos ecologicos relevantes em um ambiente controlado (Scott; Sloman,
2004).

Peixes sdo amplamente utilizados como bioindicadores a fim de investigar os efeitos
das substancias quimicas no ambiente aquatico (Bueno-Krawczyk, 2016). Danio rerio ¢ uma
espécie que vem sendo amplamente utilizada devido ao fato de possuir facil manuten¢ao, ser
economicamente vidvel para criagdo, e possuir seu genoma sequenciado (Silveira; Schneider;

Hammes, 2012). E um excelente modelo para indicar toxicidade ambiental devido ao fato de
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possuir grande sensibilidade a substancias quimicas, absorvendo rapidamente os compostos
presentes na dgua e acumulando-os em diferentes tecidos, como no Sistema Nervoso Central
demonstrado em estudos com o cobre (Grossel & Wood, 2002).

Cada vez mais pesquisas sdo desenvolvidas para investigar como a exposicao de
organismos a substancias quimicas afeta seu comportamento de predacdo. Grzesiuk et al.
(2023) ao estudarem o impacto da fluoxetina, na predacdo de Carassius carassius concluiram
que o comportamento de predacdo foi alterado com a exposi¢do ao farmaco, resultando em
uma distancia de reagdo menor e taxa de alimentagdao mais lenta comparada ao grupo que ndo
foi exposto.

Diante do exposto, a hipotese norteadora deste capitulo ¢ de que a exposicao de D.
rerio ao herbicida glifosato (concentragdo ambiental de 65 pg/L) altera seu comportamento
de predagdo. Nesse contexto, o objetivo deste capitulo consiste em comparar possiveis
alteragdes nas respostas comportamentais relacionadas ao tempo de reagcdo predador/presa em

individuos expostos ao herbicida glifosato em vs o grupo controle.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 ANALISE DE PREDACAO

3.2.1.1 MODELO BIOLOGICO: Danio rerio

Para o presente trabalho utilizou-se um lote padrao de 15 peixes da espécie Danio
rerio adultos, com peso médio de + 0,180g (dp=0,08) e comprimento médio de + 3,107cm
(dp=0,26), adquiridos em loja comercial na cidade de Unido da Vitéria- Parand, o qual foi
transportado para o Laboratorio Multidisciplinar de Pesquisa do Curso de Ciéncias
Biologicas, na Universidade Estadual do Parand (UNESPAR), Campus de Unido da Vitoria,
Parand, para a realizagdo do bioensaio.  Todos os protocolos envolvendo os animais foram
submetidos & avaliacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa-Animal (CEUA) — UNESPAR, n°
007/2023.

Os peixes ficaram em aclimata¢do por um periodo de 48 horas apds chegarem ao
laboratério. Para isso, os organismos foram distribuidos aleatoriamente, em dois aquarios
(n=7) com 20 litros de 4dgua mineral, previamente ajustada quanto a seu pH, e com aeragdo

constante. Os aquarios foram revestidos ao seu redor com papel Kraft para diminuicao de
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fatores externos de estresse, como a movimentacdo de pessoas e outras possiveis
interferéncias visuais. A alimentacdo dos peixes foi realizada diariamente em horario fixo as

09h da manha ad libitum (alimentagdo a vontade) com larvas congeladas de Chironomidae.
3.2.1.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apds o periodo de a aclimatagdo, um dos aquarios contendo Danio rerio foi
contaminado com 65 pg/L de glifosato (Roundup®), na concentragdo comercial,
caracterizando o grupo experimental (GE). A determinacdo da concentragdo 65 pg/L foi
segundo a Resolugdo CONAMA n°® 357 de 2005, que preconiza sendo valor maximo
permitido em dguas doces de classe 1 (Brasil, 2005) e considerando que em 2022,
Lechinovski e colaboradores constataram que essa concentragdo demonstrou potencial
toxicidade, evidenciando alteracdes morfoldgicas nucleares significativas em Danio rerio.

O outro aquario permaneceu sem adi¢ao de herbicida, caracterizando o grupo controle
(GC). Apds a exposicdo os aquarios foram cobertos com plastico filme para evitar

contaminagdo externa (Figura 1).

Figura 1: Disposi¢do dos aquarios para o bioensaio.
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Fonte: A autora, 2023.
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O periodo de exposicdo ao herbicida foi de 48h antes da observacao efetiva,
caracterizando uma exposicdo aguda. Os peixes ndo foram alimentados 24 horas antes dos
ensaios de predagao.

Tragou-se um delineamento para andlise de distdncia de reagdo que seria realizada
ap6s o periodo de 48 horas de exposi¢do. O cendrio consistiu em dois tratamentos: A)
Disposi¢do individual no aquario teste de D. rerio ndo contaminado com trés larvas de
Chironomidae; B) Disposicao individual no aquario teste de D. rerio contaminado com trés
larvas de Chironomidae (Figura 2).

Figura 2: Esquema visual dos tratamentos e disposi¢do dos organismos no aquario para teste de distincia de
reagao.

{T‘({:‘{;

T

3X £

Chironomidae

Danio rerio controle

B '-!51:?.@

]
Y
/

he:
x

Chironomidae

-sssning]

Danio rerio glifosato

Fonte: A autora, 2023.

3.2.1.3 ANALISES FiSICAS E QUIMICAS DA AGUA

Durante a exposi¢do as seguintes varidveis limnologicas foram mensuradas:
temperatura, amonia, pH e oxigé€nio dissolvido (Figura 3). A temperatura foi mensurada
com um termOmetro quimico de Escala Externa -10+150:1C (Figura 3-a); a amoénia foi
testada por um kit comercial (Amonia Toxica - LabconTeste) (Figura 3-b); o pH foi
determinado através de fitas indicadoras de pH (pH-FIX 0-14 - MACHEREY-NAGEL)

(Figura 3-c); e o oxigénio dissolvido foi mensurado por kit comercial (Alfa-kit) (Figura 3-d).
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Figura 3: Materiais e reagentes utilizados para andlises fisico-quimicas da  4gua.

d)
__

a) . |b)

a - Termometro quimico utilizado para aferir a temperatura da agua; b - Kit comercial labcon para analise de
amonia toxica; ¢ - Fitas indicadoras de pH utilizadas para determinar o pH da 4gua dos aquarios; d - Kit
comercial Alfakit para analise de oxigénio dissolvido. Fonte: A autora, 2023.

3.2.1.4 DISTANCIA DE REACAO

Para a observacao de predacao e distancia de reagdo utilizou-se um aquario teste de
dimensdes 30x15x16 de comprimento, altura e largura respectivamente, contendo agua
mineral ndo contaminada, previamente ajustada quanto a seu pH.

Foi construido um pequeno estudio com fundo branco contendo uma camera (Canon
PowerShot SX530 HS) ajustada paralelamente ao aquario-teste, para filmagem do
comportamento e caga dos peixes. Um papel contendo quadrados milimetrados foi colado ao

canto do aquario para servir como padrao para a futura calibracao de imagem (Figura 4).

Figura 4: Estudio montado para realizagdo das filmagens com o aquario-teste.

Fonte: A autora, 2023.

Um peixe por vez foi disposto no aquério-teste, permanecendo 3 minutos aclimatando
ao novo ambiente. ApoOs esse periodo procedeu-se a insercao de trés larvas de Chironomidae

no lado direto do aquario. Realizou-se entdo o monitoramento e filmagem do peixe por 5
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minutos apds a retirada da rede para observacdo da predagdo e distancia de reagdo. Apds o
periodo de 5 minutos, o peixe era retirado do aquario, juntamente com as larvas restantes de
Chironomidae.

Posteriormente a gravagdo, os peixes foram anestesiados com oOleo de cravo,
realizando se a afericdo de comprimento corporal com auxilio de uma régua e pesagem em

uma balanga digital. Em seguida os individuos foram eutanasiados através de sec¢ao medular.

3.2.1.5 ANALISE DAS IMAGENS

As filmagens foram analisadas individualmente, sendo realizado congelamento da
imagem por uma fra¢do de segundos para identificar o momento exato em que o predador
avistou sua presa e comegou a se mover em sua direcdo. A distancia de reagdo foi
determinada como a distancia maxima entre o olho do peixe e a larva de Chironomidae no
instante antecedente da movimentagdo até a presa. A distdncia de rea¢do dos peixes
analisada foi no momento do primeiro ataque (Grzesiuk et al., 2023).

As imagens foram analisadas com o soffware Image J 1.37 for Windows®
(Schneider; Rasband; Eliceiri, 2012) com a imagem previamente calibrada em relagdo as
dimensdes do aquério, utilizando marcagdo manual do olho do peixe até a larva de

Chironomidae (Figura 5).

Figura 5: Marcagdo manual do olho do peixe até a larva de Chironomidae, com o software Image J.
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Fonte: print screen da aplicagdo no sofiware Image J.
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3.2.1.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos dos 7 peixes do grupo controle e 6 peixes do grupo experimental
foram analisados estatisticamente através do software estatistico Paleontological Statistics
Software Package for Education and Data Analysis - Past (Hammer et al., 2001), com o
objetivo de avaliar se houveram diferencas significativas na atividade de predagdao em
individuos contaminados por glifosato e individuos ndo contaminados. Para verificar se os
dados obtidos eram paramétricos, ou seja, possuiam uma distribui¢do normal, utilizou-se o
teste Shapiro-Wilk, analisado com nivel de significancia de 0,05.

Uma vez que os dados seguiram os pressupostos estatisticos, a comparagao foi
realizada pelo teste t de student para amostras independentes, que consiste em comparar as
médias entre dois grupos, ndo havendo necessidade de comparagdes multiplas, pois ¢

observado um valor de p tnico (McDonald, 2014).

3.3 RESULTADOS

As variaveis de qualidade de agua de pH (7,0), temperatura (18°C + 0.89), oxigénio
dissolvido (9,0 mg/L) e amonia (NH;) (0.25 mg/L + 0.14) mantiveram-se dentro de padrdes
para o cultivo dos organismos.

Um dos peixes do grupo experimental exposto a glifosato veio a 6bito. Além disso,
outro peixe desse mesmo grupo, ao ser submetido ao teste de predacdo, nao exibiu
comportamento de predacao.

Através da comparacdo de distancia de reacdo, foi possivel observar diferenga
estatistica significativa entre o grupo experimental e o grupo controle (F= 5,207; df=9,757,;
p=0,05). O grupo controle apresentou uma distancia de reacao maior se comparado ao grupo

experimental (Grafico 1).
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GRAFICO 1: Comparativo em relagio a distdncia de reagio verificada entre o grupo experimental ¢ grupo
controle.
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As barras de erro mostram o desvio padrdo da média. Fonte: A autora, 2023

3.4 DISCUSSAO

Peixes expostos ao glifosato apresentaram uma distancia de reacado menor em relacao
a larva de Chironomidae, e precisaram aproximar-se mais da presa para comecar a se mover
em sua direcdo do que os peixes do controle. Além disso, o grupo experimental apresentou
morte e inércia em relacdo a presa. Os resultados sugerem que o composto quimico
disponibilizado na &4gua do grupo experimental contribuiu para alterar o padrao
comportamental para a captura e posterior alimentagdo destes animais. Gaworecki e Klaine
(2008) conduziram testes de preda¢ao com o robalo hibrido (Morone saxatilis X M. chrysops)
a partir da exposi¢do a fluoxetina e constataram uma diminuicao na capacidade de capturar
presas, diminui¢cdo que foi observada em relagdo a concentracao e a duracao da exposicao.
Durante essa pesquisa, os autores observaram que um aumento no tempo para capturar a
presa estava relacionado com a redugdo nos niveis de serotonina cerebral (Gaworecki e
Klaine, 2008). A serotonina ¢ um neurotransmissor € hormoénio que regula diversos
comportamentos, como atividade alimentar, interagdes agressivas € comportamento sexual
(Fent; Weston; Caminada, 2006). Resultados similares foram evidenciados por Hedgespeth,
Nilsson e Berglund (2014) ao expor Perca fluviatilis ao inibidor seletivo da recaptagdo de

serotonina (ISRS) sertralina, onde notaram uma diminui¢do na alimentacdo que era
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dependente da exposi¢ao e das concentragdes crescentes de sertralina. Adicionalmente,
Relyea e Edwards (2010) relataram que a exposicdo a Carbaril (inseticida carbamato) e
malatido (inseticida organofosforado) reduziu a taxa de predagdo de tritdes em uma espécie
de girino.

Os resultados obtidos da exposicdo ao glifosato demonstraram semelhangas com os
observados de Grzesiuk et al. (2023), no estudo sobre o impacto da fluoxetina na predacao de
Carassius carassius, pois 0s autores concluiram que a exposi¢do ao farmaco resultou em uma
alteracdo no comportamento de predagdo desses peixes, levando a uma diminui¢do na
distancia de reacdo. Essa comparagao sugere que a exposicao ao glifosato pode ter efeitos
semelhantes nos padrdes de predag¢do, embora os compostos quimicos e seus mecanismos de
acao sejam distintos.

A predagdo ¢ um comportamento de extrema relevancia do ponto de vista ecologico,
uma vez que estd diretamente associado ao crescimento e a sobrevivéncia dos animais
predadores. Considerando os resultados obtidos neste trabalho, se torna evidente que os
compostos quimicos possuem potencial de prejudicar o comportamento alimentar, afetando a
motivacao para se alimentar ou diminuindo a eficacia na busca e captura de presas (Weis et
al., 2001). Brown et al. (1985) em seus estudos observaram que peixes expostos ao
pentaclorofenol (PCP) realizaram menos investidas na captura de presas, sugerindo uma
diminui¢do na motivacdo para se alimentar. Ja Little et al. (1990) constataram que a
frequéncia dos ataques ndo era tdo afetada por certas substancias toxicas quanto a eficacia
real na captura da presa, sugerindo que a coordenacdo estava mais prejudicada do que a
motivagdo durante o processo de alimentacdo. J&4 no presente trabalho constatamos uma
alteracdo negativa na percepc¢do da presa com a exposi¢do a glifosato. Tais diferengas podem
refletir diferentes mecanismos de neurotoxicidade desencadeados por substancias toxicas
especificas (Weis et al., 2001).

Em ecossistemas estaveis, predadores e presas desenvolvem estratégias para manter
um equilibrio populacional. As intera¢des entre predador e presa desempenham um papel
crucial na organizacdo das comunidades e podem servir como elos importantes entre os
efeitos das substancias toxicas nos individuos e os impactos nos niveis mais amplos de
organizacdo. Alteragcdes nas taxas e nos padrdes de predacdo podem resultar em mudangas
populacionais significativas, como redu¢do do crescimento, da sobrevivéncia e da reproducgdo
nas espécies predadoras (Weis et al., 2001). Se torna evidente no presente estudo que a

exposi¢ao de organismos aquaticos a organofosforados, como o glifosato, pode perturbar as
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interagdes entre predador e presa, causando impactos negativos na estabilidade das

comunidades aquaticas.

3.5 CONCLUSOES

A observacdo da distancia de reacdo no grupo experimental apds exposicdo a
concentragdo permitida pela resolucdio CONAMA em aguas de classe 1, revelou a toxicidade
do glifosato para a espécie D. rerio. Isso se evidenciou na alteragdo do padrao
comportamental de distancia de reagdo, no qual peixes expostos apresentaram uma distancia
de reacdo menor em relacdo a larva de Chironomidae. Esses resultados demonstram a
necessidade de discussdo sobre novos pardmetros de concentragdo do composto a serem

permitidos no ambiente.



49

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS - ABNT. NBR 15088:
ecotoxicologia aquatica: toxicidade aguda: método de ensaio com peixes. 4. ed. Rio de
Janeiro, 2022.

BARBOSA, D. C.; PAIVA, G.S.; ADAME, A. O uso de agrotoxicos € a contaminacao dos
recursos hidricos: custo beneficio econdmico e social. v. 01, 2016.

BECKER, J. L. Estatistica basica : transformando dados em informacio [recurso
eletronico]. Porto Alegre: Bookman, 2015.

BRASIL. Ministério do Meio Ambiente. Resolugio CONAMA n° 357, de 15 de junho de
2005. Cetesb, Sao Paulo, 2008.

BROWN, J. A.; JOHANSEN, P. H.; COLGAN, P. W.; MATHERS, R. A. Changes in the
predator-avoidance behaviour of juvenile guppies (Poecilia reticulata) exposed to
pentachlorophenol. Canadian Journal of Zoology, v. 63, n. 9, p. 2001-2005, 1985.

BUENO-KRAWCZYK, A. C. DE D. Biomonitoramento da bacia hidrografica do médio
Rio Iguacu em Unido da Vitéria, PR, utilizando biomarcadores de contaminacio
ambiental. Curitiba. Tese (Doutorado em Ecologia e Conservacao). Universidade Federal
do Parana, Curitiba, 2016.

CHOWDHURY, A.; PRADHAN, S.; SAHA, M.; SANYAL, N. Impact of pesticides on soil
microbiological parameters and possible bioremediation strategies. Indian Journal of
Microbiology, v. 48, n. 1, p. 114-127, 2008.

FENT, K.; WESTON, A.; CAMINADA, D. Ecotoxicology of human pharmaceuticals.
Aquatic Toxicology, v. 76, n. 2, p. 122-159, 2006.

GAWORECKI, K. M.; KLAINE, S. J. Behavioral and biochemical responses of hybrid
striped bass during and after fluoxetine exposure. Aquatic Toxicology, v. 88, n. 4, p.
207-213, 2008.

GLIFOSATO, o controverso herbicida autorizado pela UE. National Geographic Portugal.
4 dez. 2023. Disponivel em:
https://www.nationalgeographic.pt/meio-ambiente/glifosato-herbicida-portugal-uniao-europei
a 4463. Acessado em: 12 dez. 2023.

GROSELL, M.; WOOD, C. M. Copper uptake across rainbow trout gills. Journal of
Experimental Biology, v. 205, n. 8, p. 1179—-1188, 2002.

GRZESIUK, M.; GRYGLEWICZ, E.; BENTKOWSKI, P.; PIJANOWSKA, J. Impact of
Fluoxetine on Herbivorous Zooplankton and Planktivorous Fish. Environmental Toxicology
and Chemistry, v. 42, p. 385-392, 2023.



50

HAMMER, @.; HARPER, D. A. T.; RYAN, P. D. Past: Paleontological Statistics Software
Package for Education and Data Analysis. Palaeontologia Electronica, v. 4, n. 1, p. 178,
2001.

HEDGESPETH, M. L.; NILSSON, P. A.; BERGLUND, O. Ecological implications of altered
fish foraging after exposure to an antidepressant pharmaceutical. Aquatic Toxicology, v. 151,
p. 84-87,2014.

LECHINOVSKI, L.; BADOS, M.; ROSA J.; MODA, D. B.; BUENO KRAWCZYK, A. C.
D. Ecotoxicological effects of conventional herbicides and a natural herbicide on freshwater

fish (Danio rerio). Journal of Environmental Science and Health, Part B., v. 57 n. 10, p.
812-820, 2022.

LITTLE, E. E.; ARCHESKI, R. D.; FLEROV, B.; KOZLOVSKAYA, V. Behavioral
indicators of sublethal toxicity in rainbow trout. Archives of environmental contamination
and toxicology, v. 19, n. 3, p. 380-385, 1990.

LUCON-XICCATO, T.; SAVASCI, B. B.; MEROLA, C.; BENEDETTI, E.; CAIONI, G.;
ALIKO, V.; BERTOLUCCI, C.; PERUGINI, M. Environmentally relevant concentrations of
triclocarban affect behaviour, learning, and brain gene expression in fish. Science of The
Total Environment, v. 903, p. 166717-166717, 2023.

MAGALHAES, D. P.; FERRAO-FILHO, A. S. A ecotoxicologia como ferramenta no
biomonitoramento de ecossistemas aquaticos. Oecologia Brasiliensis, v. 12, n. 3, p. 355-381,
2008.

NEVES, A. Comissao Europeia autoriza uso de glifosato na UE por mais 10 anos. Agéncia
Brasil. EBC - Brasilia, 16 nov. 2023. Disponivel em:
https://agenciabrasil.ebc.com.br/internacional/noticia/2023-11/comissao-europeia-autoriza-us
o-de-glifosato-na-ue-por-mais-10-anos. Acessado em: 12 dez. 2023.

PANIS, C.; CANDIOTO, L. Z. P; GABOARDI, S.C.; GURZENDA, S.; CRUZ, J,;
CASTRO, M.; LEMOS, B. Widespread pesticide contamination of drinking water and impact
on cancer risk in Brazil. Environmental International, v. 165, n. 1, p. 107321, 2022.

RELYEA, R. A.; EDWARDS, K. What Doesn’t Kill You Makes You Sluggish: How
Sublethal Pesticides Alter Predator—Prey Interactions. Copeia, v. 2010, n. 4, p. 558-567,
2010.

SCHNEIDER, C. A.; RASBAND, W. S.; ELICEIRI, K. W. NIH Image to Imagel: 25 years
of image analysis. Nature Methods, v. 9, n. 7, p. 671-675, 2012.

SILVA, A. L. A.; MELLO, M. M. C.; ALMEIDA, R. M. Por onde andam os rios de Salvador.
Revista Brasileira de Assuntos Regionais e Urbanos. Goiania, v. 5, n. 2, p. 297-311, 2019.

SILVEIRA, T. R.; SCHNEIDER, A. C.; HAMMES, T. O. Zebrafish: modelo consagrado para
estudos de doengas humanas. Ciéncia e Cultura, v. 64, n. 2, p. 4-5, 2012.



51

SCOTT, G. R.; SLOMAN, K. A. The effects of environmental pollutants on complex fish
behaviour: Integrating behavioural and physiological indicators of toxicity. Aquatic
Toxicology, v. 68, n. 4, p. 369-392, 2004.

TANG, Q.; TANG, J.; REN, X.; LI, C. Glyphosate exposure induces inflammatory responses
in the small intestine and alters gut microbial composition in rats. Environmental Pollution,
v. 261, p. 114129, 2020.

TIDEI, A. Bruxelas autoriza a utilizagdo de glifosato na UE por mais 10 anos. Euronews. 16
nov. 2023. Disponivel em:
https://pt.euronews.com/my-europe/2023/11/16/bruxelas-autoriza-a-utilizacao-de-glifosato-n
a-ue-por-mais-10-anos. Acessado em: 12 dez. 2023.

UE aprova prorrogacao de uso do glifosato por mais 10 anos, apds paises ndo chegarem a
acordo. UOL, 16 nov. 2023. Disponivel em:
https://noticias.uol.com.br/ultimas-noticias/rfi/2023/11/16/ue-aprova-prorrogacao-de-uso-do-
glifosato-por-mais-10-anos-apos-paises-nao-chegarem-a-acordo.htm?cmpid=copiaecola.
Acessado em; 12 dez. 2023.

WALKER, D. B.; BAUMGARTNER, D. J.; GERBA, C. P,; FITZSIMMONS, K. Surface
Water Pollution. Environmental And Pollution Science, [S.L.], p. 261-292, 2019.

WEBER, D.N.; SPIELER, R. E.; Behavioral mechanisms of metal toxicity in fishes. In:
Malins, D.C., Ostrander, G.K. (Eds.), Aquatic Toxicology: Molecular, Biochemical and
Cellular Perspectives. CRC Press, London, UK. p. 421467, 1994.

WEIS, J. S.; SMITH, G.; ZHOU, T.; SANTIAGO-BASS, C.; WEIS, P. Effects of
Contaminants on Behavior: Biochemical Mechanisms and Ecological Consequences.
BioScience, v. 51, n. 3, p. 209, 2001.



52

4. CAPITULO 2: ANALISE DE RESPOSTA ANTI-PREDADOR E
COMPORTAMENTO DE EVITACAO DE DETECCAO EM PEIXES (Danio rerio),
EXPOSTOS AO HERBICIDA GLIFOSATO

4.1 INTRODUCAO

A presenga de compostos quimicos em rios e lagos representa uma ameaca a
sobrevivéncia de espécies ndo-alvo. Para avaliar os impactos da contaminagdo ambiental em
espécies nao alvo, sdao conduzidos bioensaios de toxicidade utilizando organismos
bioindicadores, que devido aos seus estreitos limites de tolerdncia ecoldgica, revelam
alteracdes fisiologicas, morfoldgicas ou comportamentais quando expostos a certas
substancias quimicas (Magalhaes; Ferrao-Filho, 2008), favorecendo o entendimento sobre os
efeitos destas substancias para os ambientes aquaticos.

O glifosato ¢ um herbicida ndo seletivo, pertencente ao grupo dos organofosforados,
apresentando atividade pds-emergente e sist€émica. Devido aos seus potenciais efeitos
adversos em organismos nao alvo, este herbicida tem sido objeto de debate e preocupacao no
dominio ambiental, inclusive com recentes discussdes na Unido Europeia sobre sua proibi¢ao
(AgenciaBrasil, 2023; Euronews, 2023; National Geographic Portugal, 2023; Uol, 2023)
Alguns autores, ao estudarem o efeito comportamental do glifosato em peixes, mencionam
aumento no comportamento rotacional em que os individuos passam menos tempo na area
tratada, com prejuizos de memoria e redugdo do comportamento agressivo (Bridi et al., 2017;
Da Costa Chaulet et al., 2019)

E importante ressaltar que o glifosato existe em diversas formulagdes comerciais e,
embora compartilhem o mesmo principio ativo, diferem em concentragdo, surfactantes, sais e
outros ingredientes (geralmente nao identificados pelos fabricantes). Os efeitos destes
compostos ndo estdo, portanto, limitados a um tnico modo de ag@o neurotdxico padronizado
e conhecido e nem sempre conduzem ao mesmo fendtipo comportamental (Lopes; Moraes;
Martins, 2022), por isso os estudos com as diferentes formulagdes sao interessantes, a fim de
que se amplie o entendimento sobre os possiveis efeitos ecotoxicologicos dos compostos
quando disponiveis no meio ambiente.

Segundo Scott e Sloman (2004), ainda que os efeitos diretos da contaminagdo em um
animal possam ndo ser uma ameaga a sua saude fisica, a alteragdo do comportamento normal
pode ter consequéncias significativas para a sua capacidade de sobrevivéncia e interagdo com

o ambiente. Weber e Spieler (1994) afirmam que o desempenho do comportamento normal de
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peixes individuais ¢ governado por sequéncias fisiologicas especificas sendo desencadeadas
por estimulos externos que atuam por meio de redes neurais. A interrupgao dessas sequéncias
antes da conclusdao provavelmente resultara em alteracdes comportamentais prejudiciais aos
peixes. O comportamento, portanto, desempenha um papel fundamental como uma ligagao
entre os processos fisiologicos e ecologicos, tornando-se uma ferramenta ideal para investigar
os efeitos dos compostos ambientais (Goulart, 2019).

Considerando o comportamento de evitagao de predagdo, € importante observar que
diversas substiancias quimicas podem também interferir na habilidade de presas de evitar a
predacao. Vamosi e Schluter (2002) indicam que a influéncia dos predadores nas espécies de
presas varia consideravelmente, dependendo da capacidade das presas em evitar a predacao.
Ao interferir nesta habilidade, as substancias quimicas t€ém o potencial de perturbar as
comunidades aquaticas (Scott; Sloman, 2004), por conta das flutuagdes populacionais
induzidas por tais substancias. Diaz-Martin et al. (2021) enfatizam que, ao longo do processo
evolutivo, os peixes desenvolveram uma variedade de comportamentos anti-predatérios, que
incluem imobilidade no fundo ou nas paredes do ambiente - conhecido como comportamento
de tigmotaxia (Colwill e Creton, 2011), camuflagem e preferéncia por areas escuras ou
ambientes mais protegidos (Kelley e Magurran, 2003; Steenbergen et al., 2011). A falta ou
falha desse comportamento pode favorecer os predadores, reduzir a sobrevivéncia das
espécies de presas e, portanto, afetar a dindmica das cadeias alimentares (Colwill e Creton,
2011; Stewart et al., 2013;).

A hipotese norteadora deste capitulo € que a exposi¢ao de D. rerio ao glifosato altera
seus padrdes comportamentais de resposta anti-predatéria e de preferéncia a luz devido a
possiveis disfuncdes fisiologicas no organismo, resultantes da exposicdo ao composto
quimico. Portanto, o objetivo deste capitulo é comparar e analisar as possiveis alteragdes da
resposta de fuga diante a um predador (ficticio) de espécimes de D. rerio expostos ao

glifosato em rela¢do a um grupo controle.

4.2 METODOLOGIA

4. 2.1 MODELO BIOLOGICO: Danio rerio

Para o presente trabalho utilizou-se um lote padrao de 15 peixes da espécie Danio

rerio adultos, com comprimento médio de £+ 2,955 cm (dp=0,28) e peso médio de £ 0,319 g

(dp=0,12), adquiridos em loja comercial. Os peixes foram levados para o Laboratério
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Multidisciplinar de Pesquisa do Curso de Ciéncias Bioldgicas, na Universidade Estadual do
Parand (UNESPAR), Campus de Unido da Vitoria, Parand, para a realizagdo do bioensaio.
Todos os protocolos envolvendo os animais foram submetidos a avaliagdo pelo Comité de
Etica em Pesquisa-Animal (CEUA) — UNESPAR, n° 007/2023.

Os peixes ficaram em aclimatacdo por um periodo de 24 horas apds chegarem ao
laboratorio. Para isso, os organismos foram distribuidos aleatoriamente, em dois aquarios
(n=7) com 20 litros de dgua mineral, previamente ajustada quanto a seu pH, e com aeracao
constante. Os aquarios foram revestidos ao seu redor com papel Kraft para diminuicao de
fatores externos de estresse. A alimentagdao dos peixes foi realizada diariamente ad libitum

(alimentacdo a vontade) com larvas congeladas de Chironomidae.

4.2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apos a aclimatagdo, um dos aquarios contendo Danio rerio teve adi¢ao de 65ug/L de
glifosato (Roundup®) na concentracdo comercial. A determinacdo da concentragdo 65ug/L
foi segundo a Resolugdo CONAMA n° 357 de 2005, que preconiza este como sendo o valor
maximo permitido em aguas doces de classe 1 (Brasil, 2005). O outro aquério permaneceu
sem adi¢do de herbicida, caracterizando o grupo controle.

O periodo de exposicao da espécie ao herbicida foi de 48 horas (exposi¢cao aguda)

antes da observacao efetiva no aquario experimental.

4.2.3. ANALISES FISICAS E QUIMICAS DA AGUA

Durante a exposicdo as seguintes varidveis limnologicas foram mensuradas:
temperatura, amonia e pH. A temperatura foi mensurada com um termoémetro quimico de
Escala Externa -10+150:1C, a amonia foi testada por um kit comercial (Amonia Téxica -
LabconTeste), e o pH foi determinado através de fitas indicadoras de pH (pH-FIX 0-14 -
MACHEREY-NAGEL).

4.2.4. COMPORTAMENTO DE EVITACAO DE DETECCAO
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4.2.4.1 MODELO DE CAIXA DE LUZ ESCURA

A configuragdo do teste consistiu em um tanque de 20 L (40 cm de comprimento x 25
cm de altura x 20 cm de largura) igualmente dividido para caracterizagdo em cor, sendo
metade do aquario branco e metade, preto. Esta caracterizagdo em cor foi denominada como
configura¢do claro-escuro (Figura 1) (Sandoval-Herrera et al., 2019).

Os peixes foram colocados em um compartimento de interse¢do, localizado entre um
compartimento claro e outro escuro. Este compartimento de interse¢do era fechado por duas
portas deslizantes, que foram removidas apds um intervalo de habituagao de 5 minutos. O
peixe foi entdo, liberado a explorar o tanque livremente. O comportamento dos peixes
expostos € ndo expostos foi registrado por 10 minutos usando uma camera do smartphone
Samsung M31 posicionada por cima do tanque com gravagdo em HD (high definition),
filmando 30 quadros por segundo.

Um tanque teste todo branco foi usado como controle negativo e foi denominado
configurag¢do luz-luz, o qual foi gravado com uma camera do Smartphone Samsung Galaxy
S9 com gravagdo em HD. A preferéncia de iluminagao foi definida como o tempo médio que
cada individuo permaneceu em um compartimento especifico do tanque experimental

(Sandoval-Herrera et al., 2019).

Figura 1: Configuragdo para teste de caixa clara/escura usada para avaliar o comportamento de evitagdo de
detec¢do em Danio rerio.

a) b)

27cm . 1+ 27cm *

15em
15¢m

27cm ' ) 27cm

a - Projeto de aquario para claro/escuro; b - Projeto do tanque de peixes para a luz/luz. Fonte: A autora, 2023.

4.2.5. ANALISE DE RESPOSTA A FUGA DE PREDADOR FICTICIO

4.2.5.1. MODELO 3D DE PREDADOR: Nandus nadus



56

Para o teste com o predador, utilizou-se um modelo fabricado em 3D (peixe ficticio)
do Peixe folha-da-indica (Nandus nandus), um conhecido predador simpatrico de Danio rerio
(Bass; Gerlai, 2008; Gerlai; Fernandes; Pereira, 2009;). A escolha da espécies levou-se em
consideragdo o estudo de Bass e Gerlai (2008), em que D. rerio, sem exposi¢ao prévia ao
estimulo de um predador, demonstraram uma resposta de medo significativamente maior
(aumento do numero de saltos) quando expostos ao seu predador natural, o
Peixe-folha-da-india.

Para construir o modelo tridimensional utilizado, foram selecionadas imagens que
melhor representassem o formato e as caracteristicas do peixe. Assim, foi possivel a
visualizacdo do objeto de trés perspectivas diferentes: lateral, frontal e superior. A pesquisa
das imagens nessas trés perspectivas foi realizada em sites de busca utilizando o nome
cientifico do peixe-folha-da-india (Nandus nandus). A melhor ilustracdo encontrada (Figura
2) foi a realizada por Hamilton em 1822 em seu livro “Um relato dos peixes encontrados no
rio Ganges e seus bracos”, a qual favoreceu a visualizacdo da parte superior e lateral do

peixe.

Figura 2: Ilustragdo utilizada como modelo para a confeccéo do peixe ficticio tridimensional.

Fonte: HAMILTON, F. An account of the fishes found in the river Ganges and its branches. Edinburgh: Printed
for A. Constable and company; 1822. Disponivel em:
https://www.biodiversitylibrary.org/page/33425366#page/34/mode/1up
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A modelagem 3D foi realizada utilizando o software ZBrush® que utiliza abordagem
de escultura digital, permitindo a modelagem 3D como se estivesse trabalhando com argila
ou massa.

Para a impressao utilizou-se uma impressora de resina Creality LD-006 (Figura 3-a).
A impressora imprimiu o modelo na posi¢ao horizontal, demandando de 463 camadas e 293
suportes, utilizando cerca de 30,65 ml de resina, correspondendo a 1h45min de impressdo

(Figura 3-b).

Figura 3: Impressao do peixe ficticio tridimensional.

a)

a - Impressora utilizada na impressdo do modelo de peixe ficticio tridimensional. Fonte: Creality Store, 2023.
Disponivel em: https://www.crealitystore.com.br/impressora-3d-creality-1d-006-tela-monocromatica; b - modo
como foi realizada a impressdo com todos os suportes e camadas. Fonte: software Lychee Slicer Resin, arquivo
com preenchimento de 50%.

Apo6s a conclusdo da impressdo, o modelo foi retirado da plataforma e submetido a
um enxague com agua morna para a remocao dos suportes que foram removidos com o
auxilio de um alicate. Posteriormente, a pega foi emergida em etanol e logo apds levada para
a cabine de cura, onde o processo de cura do material foi realizado. Uma haste foi encaixada
na parte superior do peixe tridimensional. O modelo foi colorido com tinta spray marrom

(Figura 4).


https://www.crealitystore.com.br/impressora-3d-creality-ld-006-tela-monocromatica
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Figura 4: Modelo 3D do predador (Peixe folha-da-india, Nandus nandus) pronto.

Fonte:A autora, 2023.

4.2.5.2 COMPORTAMENTO ANTI-PREDADOR

A andlise de resposta a fuga de predador foi realizada apés a andlise do
comportamento de evitagdo de deteccdo. O cenario consistiu em dois tratamentos: A) Um
Danio rerio ndo contaminado (do grupo controle) em contato com o modelo 3D de Nandus
nandus; B) Um Danio rerio contaminado (do grupo experimental) em contato com o modelo
3D de Nandus nandus (Figura 5). O procedimento foi realizado sete vezes com o grupo
experimental e oito vezes com o grupo controle, levando em consideragdo a realizacdo de um

teste por individuo.

Figura 5: Esquema visual dos tratamentos e disposi¢do dos organismos no aquario para andlise de
comportamento anti-predador.
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N. nandus ficticio

Danio rerio glifosato

a - Teste com peixe ndo contaminado, b - teste com peixe contaminado com 65ug/L de glifosato. Fonte: A
autora, 2023.

Para a observacdo do comportamento anti-predador utilizou-se um aquario
experimental de dimensdes 30x15x16 de comprimento, altura e largura respectivamente,
contendo dgua mineral ndo contaminada, previamente ajustada quanto a seu pH.

Foi construido um pequeno estudio com fundo branco, contendo um tripé ajustado
paralelamente ao aquério experimental, para filmagem do comportamento. Um peixe era
disposto por vez no lado esquerdo do aquario experimental, sendo simulado um ataque de um
predador. O estimulo aplicado para desencadear a resposta de fuga foi uma vibragdao gerada
pelo fluxo da onda da proa quando o peixe manequim se aproximava repentinamente. O
ataque do predador e a resposta dos peixes foram registrados utilizando a camera do
smartphone Samsung M31 com gravagdo em 4K HD, gravando 28 quadrados por segundo
(fps). Os videos foram analisados individualmente, por meio do sofiware Movavi Video
Converter, utilizando a ferramenta cadmera lenta com velocidade a 10% que permitiu
quantificar com maior precisdo 0 momento em que o ataque comegou € a subsequente
resposta de fuga de D. rerio.

O tempo de reagdo de D. rerio ao potencial ataque ou interagdo com o predador (M.
nandus) foi definido como o periodo de tempo entre o inicio do evento e o sinal de fuga (ou

seja, flexdo do pedunculo caudal de D. rerio) (Sandoval-Herrera et al., 2019).

4.3 ANALISES ESTATISTICAS
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Os dados obtidos foram analisados estatisticamente através do software estatistico
Paleontological Statistics Software Package for Education and Data Analysis - Past
(Hammer et al., 2001), com o objetivo de avaliar se houveram diferengas significativas nos
comportamentos de preferéncia por iluminacdo e anti-predador em individuos contaminados
por glifosato e individuos nao contaminados.

Para verificar se os dados obtidos eram paramétricos, ou seja, possuiam uma
distribuicdo normal, utilizou-se o teste Shapiro-Wilk, analisado com nivel de significancia de
0,05.

Uma vez que os dados seguiram os pressupostos estatisticos, a comparagao foi
realizada pela andlise de varidncia ANOVA — unidirecional, que consiste em comparar as
variancias entre as medianas, na qual a variavel preditora ¢ categoérica e a variavel resposta ¢
continua (Gotelli; Ellison, 2011). Trata-se de um teste sobre a igualdade (ou nao) dos valores

esperados (médias) da varidvel de interesse nas k subpopulagdes de interesse (Becker, 2015).

4.4 RESULTADOS

As variaveis de qualidade de agua de pH (7.0), temperatura (23°C £0.89) e amonia
toxica (NH;) (0.25 mg/L +0.14) mantiveram-se dentro de padrdes para o cultivo dos
organismos.

O comportamento de evitacdo de detec¢do quando comparado a permanéncia do
grupo controle e experimental no compartimento claro nao foi significativo (F= 0,4569;
df=11,51;p>0,05) (Grafico 1-a). O mesmo ocorreu quando comparada a permanéncia do
grupo controle e experimental no compartimento escuro (F= 0,5048 ; df=11,48; p>0,05)

(Gréfico 1-b).

GRAFICO 1: Comportamento de evitagio de detecgdo entre grupo experimental e controle.
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a - Tempo de permanéncia do grupo controle e grupo experimental no compartimento claro; b - Tempo de
permanéncia do grupo controle e grupo experimental no compartimento escuro. As barras de erro mostram o

desvio padrdo da média. Fonte: A autora, 2023.

J& o comportamento de evitagdo de detec¢do quando comparado a permanéncia do
grupo controle no compartimento claro e escuro, demonstrou que individuos do grupo
controle permaneceram um tempo significativamente maior no compartimento escuro (F=
120,8; df=12; p= 0,000000127) (Grafico 2-a) indicando sinais de vulnerabilidade a
predadores. O mesmo ocorreu quando comparado a permanéncia do grupo experimental no

compartimento claro e escuro (F= 58,11 ; df=12; p= 0,00000614) (Grafico 2-b).
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GRAFICO 2: Comportamento de evitagio de detecgio entre grupo experimental e controle.

a) b)

£00 00
*

525+ 525

? 450 ? 450

e =

g 375+ E 375+

"

E 3001 E 3004

o

‘g 225.. g 225_

é 2

#1504 -5 150

75

i 754
0-

claro

escuro
claro

a - Tempo de permanéncia do grupo controle nos compartimentos claro e escuro; b - Tempo de permanéncia do
grupo experimental nos compartimentos claro e escuro. As barras de erro mostram o desvio padrio da média.

Fonte: A autora, 2023.
O tempo de reagdo como resposta a fuga do predador ficticio foi mais longo no grupo
experimental (Grafico 3) se comparado ao grupo controle, no entanto os valores nao

demonstraram diferencas significativas (£= 0,8207; df=11,99; p>0,05).

GRAFICO 3: Comparagio do tempo de reagio ao predador ficticio entre o grupo controle e o grupo
experimental.
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As barras de erro mostram o desvio padrdo da média. Fonte: A autora, 2023.

4.4 DISCUSSAO

A partir do desenvolvimento da pesquisa, nossos resultados demonstram que,
individuos do grupo experimental apresentaram uma tendéncia a permanecer mais tempo no
compartimento claro, em comparagdo com individuos do grupo controle. Sandoval-Herrera et
al. (2019), ao analisarem o comportamento de evitagdo de Astyanax aeneus exposto a 0,014
mg/L de etoprofds, concluiram que peixes ndo expostos evitaram o compartimento claro do
aquario (como esperado), enquanto peixes expostos ndo mostraram preferéncia por um dos
compartimentos, explorando ambas as areas do tanque por tempo semelhante.

Conforme resultados apresentados do experimento com o predador ficticio, embora as
diferencas entre o grupo controle e experimental nao tenham alcancado significancia
estatistica, observa-se uma altera¢do na resposta de fuga do predador ficticio induzida pelo
glifosato. Os peixes expostos ao contaminante escaparam mais lentamente de um ataque
simulado. Sandoval-Herrera et al. (2019), ao expuserem o tetra Astyanax aeneus a 0,014
mg/LL de um pesticida organofosforado, o etoprofos, perceberam que a espécie também
demonstrou uma menor capacidade de escapar de uma ataque predador ficticio. Ao
realizarem uma comparagdo com a atividade da AChE dos peixes, os autores sugerem que a
inibi¢do da AChE induzida por pesticidas reduz a capacidade de fuga dos peixes.

O padrao comportamental dos animais, que inclui sua capacidade de interagir com o
meio ambiente, e responder a diversas condicdes, ¢ controlado por vias genéticas,
bioquimicas e fisiologicas. Conforme destacado por Petersen et al. (2022), os tracos
comportamentais sdo o resultado funcional da atividade neural, sendo assim, mudangas no
sistema nervoso decorrentes da exposicdo a substancias quimicas acabam por se manifestar
através de alteragdes nos padrdoes comportamentais.

Neste sentido, o teste claro/escuro ¢ baseado na preferéncia natural de muitos
organismos por ambientes escuros em comparagdo aos ambientes claros. Esse
comportamento ¢ denominado scototaxis € ¢ uma estratégia de defesa utilizada para evitar
predadores. A preferéncia por ambientes escuros funciona como uma estratégia adaptativa,
uma vez que locais escuros dificultam a distingdo do organismo em relacdo ao substrato,
oferecendo um meio de camuflagem e reduzindo a visibilidade perante os predadores. Essa

preferéncia por ambientes escuros € observada em muitas espécies como uma maneira de
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minimizar o risco de predagdo e aumentar a probabilidade de sobrevivéncia.
(Sandoval-Herrera et al., 2019). E importante observar que a preferéncia por um ambiente
claro ou escuro em uma camara experimental esta relacionada a idade no peixe zebra. Os
espécimes adultos sdo caracterizados por uma preferéncia por ambientes escuros em relagao
aos claros (Maximino et al., 2010).

A resposta de fuga na maioria dos peixes ¢ conhecida como reflexo de sobressalto C.
Esse comportamento de evitagdo ¢ mediado pelas células de Mauthner, também conhecidas
como células M. Esses neurdnios de comando recebem estimulos actsticos ou vibracionais e
desencadeiam uma contragdo muscular contralateral em resposta. Isto permite que o peixe se
curve rapidamente e fuja de um estimulo potencialmente perigoso, contribuindo para a sua
resposta de evitagdo. Esta resposta ¢ essencial para a sobrevivéncia dos peixes, pois auxilia na
sua capacidade de escapar de ameacas imediatas no ambiente aquatico (Stevens, 2011).

Pompermaier et al. (2020) ao exporem D. rerio a glifosato na concentracao 4,8 ug/L
e de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético a concentragdo de 3,4 pg/L, concluiram que peixes
expostos aos herbicidas permaneceram em uma area de risco de predagdo apds a simulacio
de um ataque de predador avidrio, uma observacao que nao foi observada nos peixes nao
expostos ao herbicida que, por sua vez, evitaram a area de risco. Wibe, Nordtug, e Jenssen
(2001) ao exporem Gasterosteus aculeatus L. a 3,9 e 27 ppb de bis (tributilestanho) 6xido,
constataram que os peixes escolheram zonas mais expostas da coluna de 4gua, cessavam seu
comportamento de predadores mais cedo e exibiam tempos de laténcia mais longos antes de
efetuarem comportamentos anti-predadores quando lhes era mostrado um bico de garca
ficticio.

Saaristo et al. (2017) ao exporem Poecilia reticulata a 4 ng/L e 16 ng/L de
fluoxetina, observaram que apds uma simulagdo de colisdo com péssaros, os peixes expostos
a fluoxetina congelaram por mais tempo, passaram mais tempo sob a cobertura vegetal e
ficaram menos ativos. Um estudo com a exposi¢do de Poecilia reticulata a a 500 e 700 g/L
de pentaclorofenol durante 1-4 semanas, demonstrou diminui¢do do nimero de ataques
necessarios efetuados pelo predador Micropterus salmoides para capturar uma presa, O
numero necessario de perseguicdoes € o tempo de perseguicdo comparacdo com as presas
expostas a concentragdes mais baixas (Brown et al., 1985).

O herbicida Glifosato foi descrito como um desregulador enddcrino do eixo
hipotalamo-hipofise-interrenal (HPI) (Cericato et al. 2009) como um indutor de estresse
oxidativo (Glusczak et al. 2006; Langiano e Martinez 2008; de Moura et al. 2017) e também

¢ conhecido por induzir a inibicao da acetilcolinesterase (AChE) (Cattaneo et al., 2011; De
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Moura et al., 2017; Gholami-Seyedkolaei et al., 2013; Glusczak et al., 2006; Modesto e
Martin Salbego et al., 2010; Sandrini et al., 2013). Sandoval-Herrera et al. (2019) sugerem
que o acumulo de acetilcolina no SNC, causado pela inibicdo da AChE, pode funcionar como
um agente ansiolitico em peixes expostos e explicar as alteragdes comportamentais
observadas. Outro aspecto importante a se considerar ¢ de que o glifosato pode causar
aversdo e desconforto em D. rerio, o que pode resultar em diversas alteragdes no seu
comportamento. (Jiraungkoorskul et al., 2002).

Presas expostas a compostos quimicos podem enfrentar dificuldades em detectar
predadores, correr mais riscos ao sair de seus refiigios em busca de alimentos, apresentar um
desempenho reduzido em situagdes que exigem movimentos rapidos, resisténcia diminuida,
dificuldade em se locomover, mudancas nos padrdes de atividade e aumento da visibilidade
(hiperatividade). Todos esses fatores contribuem no aumento da vulnerabilidade das presas
aos predadores (Scott; Sloman, 2004; Mesa et al., 1994). A medida que individuos com
maiores concentracdes de compostos quimicos forem mais facilmente capturados pelos
predadores, os compostos quimicos sdo transferidos para niveis troficos superiores (Weis;
Candelmo, 2012). Isto sugere uma revisdo nas concentracdes ambientais permitidas pela

regulamentagdo brasileira.

4.5 CONCLUSAO

A analise do comportamento de preferéncia por luz e da resposta de fuga ao predador,
apOs exposi¢do a concentragdo permitida pela Resolugdo CONAMA em 4aguas de classe 1,
ndo revelou resultados estatisticamente significativos sobre a toxicidade do glifosato para a
espécie D. rerio, mas os efeitos bioldgicos ficaram claros. Isto porque, apesar da auséncia de
diferencas estatisticas, observou-se que o grupo experimental permaneceu por mais tempo no
compartimento claro do aquario em comparagdo com o grupo controle, indicando sinais de
vulnerabilidade a predadores. Da mesma forma, o tempo de reagdo a resposta de fuga do
predador ficticio foi mais longo no grupo experimental em comparagdo com o grupo controle.
Esses resultados sugerem a necessidade de mais investigagdes sobre o impacto da exposi¢ao
cronica a baixas concentragdes no comportamento dos peixes. Embora dificil de efetuar, estes
estudos sdo mais realistas do ponto de vista ambiental, pois permitem a evidéncia do que

ocorre no ambiente natural quando os organismos sdo expostos a estes compostos quimicos.
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5. CAPITULO 3: ANALISE DE POSSIVEIS EFEITOS DE NEUROTOXICIDADE
EM PEIXES (Danio rerio), EXPOSTOS AO HERBICIDA GLIFOSATO

4.1 INTRODUCAO

Em ambientes aquaticos a importancia da qualidade da dgua desempenha um papel
importante na ecologia da biota residente. A contaminagdo destes ambientes tem causado
sérios danos que prejudicam a saude dos animais, o que pode resultar na extingdao de espécies
vulneraveis, e acarretar em mudangas na produtividade, estrutura de habitat e estabilidade,
repercutindo no funcionamento do ecossistema e, consequentemente, na perda de outras
espécies (Flores-Lopes; Thomaz, 2011a; Flores-Lopes; Thomaz, 2011b; Worm; Duffy,
2003;).

Considerando a contaminagao dos recursos hidricos, a ecotoxicologia emerge como
uma ferramenta essencial para avaliar a toxicidade de tais recursos para os organismos
aquaticos (Magalhaes; Ferrao-Filho, 2008). A utilizagdo de organismos bioindicadores ¢ til
a medida que algumas espécies exibem pequena tolerancia a variagdes ambientais e, quando
presentes em determinada area, revelam a integridade do ambiente no qual estdo presentes.
Tais espécies, consideradas "modelos" auxiliam na identificagdo dos possiveis efeitos
danosos advindo da exposi¢do a determinados compostos quimicos, ou da interacdo sinérgica
entre eles ( Arias ef al., 2007; Callisto; Moreno, 2006; Costa ef al., 2008).

Tendo em vista que o controle da poluicdo esta intrinsecamente ligado a preservagao
da satde, a garantia de um ambiente ecologicamente equilibrado e a melhoria da qualidade de
vida, padroes de qualidade da dgua sdo estabelecidos por entidades publicas com o propdsito
de assegurar que a dgua usada para uma finalidade especifica ndo contenha impurezas que
possam causar efeitos prejudiciais aos organismos aquaticos, como alteracdes no
desenvolvimento cerebral, mudangas neurocomportamentais, alteracdes histopatologicas,
dentre outras disfun¢des que venham ocasionar uma diminui¢ao da satde e qualidade de vida
animal (Horzmann et al., 2021; Melvin et al., 2017; Shuman-Goodier; Propper, 2016).

A Resolu¢do CONAMA n° 357, de 17 de marco de 2005, estabelece os padrdes para a
classificagdo dos corpos de dgua e as diretrizes ambientais para o seu enquadramento. Tal
resolucdo estabelece limites individuais para cada substincia quimica em cada classe de agua,
como por exemplo a concentracdo maxima permitida de 65 pg/L de glifosato que em aguas
de classe 1, aguas doces que podem ser destinadas ao abastecimento para consumo humano,

apo6s tratamento simplificado; a protecao das comunidades aquaticas; a recreacdo de contato
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primario, tais como natag¢do, esqui aquatico e mergulho; a irrigacdo de hortaligas que sdo
consumidas cruas e de frutas que se desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas
sem remoc¢do de pelicula; e a protecdo das comunidades aquaticas em Terras Indigenas
(CONAMA, 2005).

E de extrema importancia discutir os efeitos de uma concentragio ambiental permitida
de uma determinada substancia quimica para as espécies da biota residente, a medida que
certas substancias exercem efeitos adversos em diferentes organismos, como danos
oxidativos, inibi¢do da atividade da acetilcolinesterase, alteracdes histopatoldgicas, danos
neurologicos, mudangas comportamentais, decréscimo nas taxas de crescimento, desordem
reprodutiva, mutagénese e carcinogenicidade (Montanha; Pimpao, 2012; Santana;
Cavalcante, 2016). A expressdo de tais efeitos dependera da toxicidade especifica para cada
substancia quimica, que ¢ definida pela dose necessaria para produzir um efeito toxicologico
nos organismos (Briggs, 1992).

A contaminagdo aquatica por herbicidas pode ocorrer como resultado de pulverizagdo
direta, ou durante chuvas fortes ou lixiviacdo de campos agricolas (Benachour; Seralini,
2009; Roy et al., 2016). O glifosato tem sido detectado regularmente em diversos corpos
d’agua (Mercurio et al., 2014), e sua presenca em aguas superficiais foi constatada 60 dias
apos a aplicacdo da formulacdo, o que indica que esse composto pode persistir no meio
ambiente (Roy et al., 2016). Além disso, foi relatada a ocorréncia de até aproximadamente
0,04 mg/L de glifosato em rios proximos ao escoamento urbano e aos efluentes do tratamento
de aguas residuais. Portanto, a exposi¢do a organismos nao-alvo ¢ inevitavel e estd
relacionada a alta solubilidade do glifosato em 4gua, contaminando a microbiota aquatica ,
animais e peixes. (Roy et al., 2016).

A biota aquatica ¢ o aporte final dos residuos da monocultura, dentre tais residuos
destacam-se os agrotoxicos, aplicados ao solo com finalidade de controlar as chamadas
“pragas’, que possam a vir prejudicar o rendimento das culturas. A exposicdo aos
agrotoxicos ¢ um importante agente estressor a diversos organismos aquaticos, acarretando
letalidade e/ou mudangas metabolicas e bioquimicas nos tecidos de animais expostos a estes
compostos quimicos (Nwani et al., 2010). Nesse sentido, o uso de biomarcadores ¢
amplamente vantajoso por ser considerado um indicador de resposta biologica a compostos
quimicos ou estressores ambientais. Os efeitos dos compostos quimicos em niveis bioldgicos
mais fundamentais, tais como respostas moleculares e bioquimicas, tendem a se manifestar de
maneira mais rapida e a especificidade dessas respostas proporciona uma compreensao mais

completa dos impactos dos compostos quimicos nos niveis mais elementares da organizacao
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bioldgica. Tais respostas podem ser empregadas como biomarcadores de contaminagdo
inicial, pois, mesmo em niveis baixos, sdo capazes de desencadear efeitos fisioldgicos (Arias
et al.,2007).

A enzima acetilcolinesterase (AChE) desempenha um papel crucial como um
biomarcador nos organismos, influenciando varias fungdes fisiologicas dos peixes, como a
localizagdo de presas, a evasdo de predadores e a orientagdo em direcdo ao alimento
(Glusczak et al., 2006). Diversos estudos demonstram a inibi¢cdo deste biomarcador em
peixes expostos a diferentes concentracdes de agrotoxicos organofosforados (como € o caso
do glifosato) caracteristicos de bloquear irreversivelmente a agdo da enzima
acetilcolinesterase, uma vez que o tempo necessario para libertar a enzima da inibi¢do pode
exceder o tempo necessario para a sintese de nova AChE. Além disso, no peixe-zebra, a
AChE foi identificada como a tnica enzima responsavel pela hidrélise da a ACh (Behra et
al., 2002, Bertrand et al., 2001).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi analisar a atividade de AChE
em Danio rerio expostos a concentracao de 65 ng/L de glifosato, concentragdo essa permitida
em aguas de Classe 1 segundo a Resolugdo CONAMA n° 375/05. Parte-se do pressuposto de
que peixes expostos ao glifosato terdo alteracdo na atividade da AChE em comparagao a

peixes ndo expostos a0 composto.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 MODELOS BIOLOGICOS: Danio rerio

Para o presente trabalho utilizou-se um lote padrao de 40 peixes da espécie Danio
rerio adultos, medindo aproximadamente 3cm, adquiridos em loja comercial. A espécie foi
transportada para o laboratorio Multidisciplinar de Pesquisa do Curso de Ciéncias Biologicas,
na Universidade Estadual do Parand (UNESPAR), Campus de Unido da Vitéria, Parand, para
a realizagdo do bioensaio. Todos os protocolos envolvendo os animais foram submetidos a
avaliagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa-Animal (CEUA) — UNESPAR, n° 007/2023.

Os peixes ficaram em aclimata¢do por um periodo de 60 horas apds chegarem ao
laboratério. Para isso, os organismos foram distribuidos aleatoriamente, em dois aquarios
(n=20) com 20 litros de 4gua mineral, previamente ajustada quanto a seu pH, e com aeragdo

constante. Os aquarios foram revestidos ao seu redor com papel Kraft para diminuicao de
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fatores externos de estresse, como a movimentacdo de pessoas e outras possiveis
interferéncias visuais (Figura 1). A alimentacdo dos peixes foi realizada diariamente ad

libitum (alimentagdo a vontade) com D. magna viva e larvas congeladas de Chironomidae.

Figura 1: Disposi¢do dos aquérios com aeradores e revestimento ao redor com papel Kraft.
£ = -

Fonte: A autora, 2023.

4.2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apos a aclimatagdo, um dos aquarios contendo Danio rerio, foi contaminado com 65
ng/L de glifosato (Roundup®) na concentracdo comercial. A determinacdo da concentracio
65 ng/L foi segundo a Resolugao Conama n°® 357 de 2005, que preconiza sendo valor maximo
permitido em aguas doces de classe 1 (BRASIL, 2005). O outro aquéario permaneceu sem
adi¢do de herbicida, caracterizando o grupo controle.

O periodo de exposicao da espécie ao herbicida foi de 96 horas antes da observagao
efetiva no aquario experimental, sendo esta uma exposi¢ao aguda. Realizou-se reposi¢do de %
da solucao apds 48 horas da exposicao, caracterizando o ensaio como semiestatico (ABNT
NBR 15088:2022).

Apbs 96 horas de exposicdo os peixes foram anestesiados com o6leo de cravo e
eutanasiados por seccdo medular. Imediatamente ocorreu a coleta de cérebro e uma amostra

de musculo axial colocados em criotubos e armazenados em nitrogénio liquido. As amostras
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foram transportadas do laboratorio da Universidade Estadual do Parand, Campus de Unido da
Vitéria para o Instituto de Pesquisas Pelé Pequeno Principe, Curitiba, Parani, onde

seguiram-se as analises de AChE.

4.2.3 BIOMARCADORES

Amostras de cérebro e musculo axial foram homogeneizadas em tampao fosfato
(0,1M) em pH 7,5 na propor¢ao de 1:10 (massa/volume) e centrifugadas a 10.000x g durante
20 minutos, a 4°C. A atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi medida
espectrofotometricamente a 405 nm, conforme proposto em Ellman ez a/l. (1961), modificado
para microplaca de Silva de Assis (1998). Cada ensaio enzimatico foi realizado em triplicata.

A concentracdo de proteina homogeneizada em tecido de cérebro e musculo axial foi
realizada de acordo com o método de Bradford (Bradford, 1976), usando albumina sérica

bovina como padrao.

4.2.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente através do sofiware estatistico
Paleontological Statistics Software Package for Education and Data Analysis - PaSt
(Hammer, 2012), com o objetivo de avaliar se houveram diferencas significativas na
atividade da AChE no cérebro e no musculo em individuos contaminados por glifosato.

Para verificar se os dados obtidos eram paramétricos, ou seja, possuiam uma
distribuicdo normal, utilizou-se o teste Shapiro-Wilk, analisado com nivel de significancia de
0,05.

Uma vez que os dados seguiram os pressupostos estatisticos, a comparacao foi
realizada pela andlise de variancia ANOVA — unidirecional, que consiste em comparar as
variancias entre as medianas, na qual a variavel preditora ¢ categorica e a varidvel resposta ¢
continua (Gotelli; Ellison, 2011). Trata-se de um teste sobre a igualdade (ou nao) dos valores
esperados (médias) da varidvel de interesse nas k subpopulacdes de interesse (Becker, 2015).
Para complementar o teste ANOVA, utilizou-se o teste de Dunn, teste de comparagao
multipla a posteriori. Testes complementares sdo utilizados caso o p-value seja
estatisticamente significativo. o Teste de Dunn ndo assume que os seus residuos provém de

uma distribuicao especifica. Sua utilizacdo ¢ importante para averiguar quais as médias que
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sdo significativamente distintas quando existe uma diferenca entre trés ou mais médias

(Botelho et al., 2021).

4.3 RESULTADOS

As variaveis de qualidade de agua de pH (7,60), temperatura (26,7°C), oxigénio
dissolvido (9,0 mg/L) e amonia (NH;) (0.006 mg/L) mantiveram-se dentro de padrdes para o
cultivo dos organismos.

Obteve-se a atividade de AChE do cérebro (Tabela 1) e do musculo (Tabela 2) de oito

individuos do grupo controle e oito individuos do grupo experimental.

Tabela 1:Atividade da AChE em nmol.min"'.mg de proteina™ no cérebro de D.rerio.

INDIVIDUO CONTROLE GLIFOSATO

PEIXE 1 70,89349183 115,5723381
PEIXE 2 91,30234372 122,6480891
PEIXE 3 81,58460013 106,8904361
PEIXE 4 76,76361483 90,80719574
PEIXE 5 97,65247322 79,64180758
PEIXE 6 64,14835616 90,47748032
PEIXE 7 90,69018357 94,73823199
PEIXE 8 59,39763293 102,4039753
PEIXE 9 95,65681943

Fonte: A autora, 2023.

Tabela 2:Atividade da AChE em nmol.min"'.mg de proteina™' no musculo de D.rerio.

INDIVIDUO CONTROLE GLIFOSATO
PEIXE 1 266,2271805 316,3776543
PEIXE 2 114,7451905 193,4651763
PEIXE 3 351,1304688 187,6384681
PEIXE 4 317,6541375 4247118695
PEIXE 5 251,2780863 211,7339082
PEIXE 6 530,001003 434,9584661
PEIXE 7 270,3009224 258,9565713
PEIXE 8 391,004966 246,6947691
PEIXE 9 261,6836208

Fonte: A autora, 2023.

A atividade de AChE no cérebro (Grafico 1-a) foi significativamente maior em
individuos expostos a glifosato quando comparada com individuos do grupo controle (F=

9,301; df=13,98; p=0,008668).
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A atividade de AChE no musculo (Grafico 1-b) ndo demonstrou diferenca
significativa em individuos expostos ao glifosato quando comparada com individuos do

grupo controle (F=0,233; df=13,48; p>0,05).

GRAFICO 1: Comparagdo da atividade de AChE em peixes do grupo experimental e grupo controle.
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a - Atividade de AChE (nmol.min".mg de proteina') no cérebro em individuos do grupo controle € grupo
experimental; b - Atividade de AChE (nmol.min"'.mg de proteina) no musculo em individuos do grupo

controle e grupo experimental. As barras de erro mostram o desvio padrdo da média. Fonte: A autora, 2023.

4.4 DISCUSSAO

Conforme resultados apresentados percebe-se um aumento significativo na atividade
de AChE no cérebro de peixes expostos, o que difere do esperado, uma vez que estudos
anteriores com organofosforados como o glifosato, obtiveram uma diminui¢do da atividade
da AChe. Tal aumento da atividade da AChE pode sugerir uma resposta dos peixes a um
eventual estresse causado pelo contaminante. Resultados semelhantes foram discutidos por
Cattaneo ef al. (2008) em peixes da espécie Rhamdia quelen quando exposto por 96 horas a
600 e 700 mg/L do herbicida 2,4-D, os autores também constataram um aumento da atividade
de AChE no cérebro, sugerindo que os animais possivelmente estariam compensando o
estresse metabodlico através do aumento da atividade da AChE cerebral. Cattaneo et al. (2008)
argumentam que o estresse gerado pelo 2,4- D pode aumentar a producdo de espécies reativas

no cérebro e, assim, promover efeitos indesejaveis, como a ativagdo enzimatica. Em 2021, Le
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Du-Carrée et al., expuseram Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris) a glifosato nas
concentragcdes 360 e 420 g/ por 96 horas, observando ativagdo da AChE em peixes
expostos. Em outro estudo mais recente utilizando Danio rerio, Galiciolli et al. (2023) ao
exporem por 24 horas os organismos a uma mistura de timerosal (7,5 mg/kg; EMT) +
aluminio (175,0 mg/kg; Al) também observaram um aumento significativo na atividade de
AChE no cérebro.

Estudos distintos do nosso apresentam resultados de inibicdo da enzima AChE no
cérebro, como por exemplo em Leporinus obtusidens expostos ao glifosato nas
concentragdes 3, 6, 10 e 20 mg/L por 96h (Glusczak et al., 2006), Prochilodus lineatus
expostos a Roundup® na concentracdo de 10 mg/L por 96h (Modesto; Martinez, 2010),
Cnesterodon decemmaculatus expostos a glifosato na concentragdo de 1 mg/L por 96h
(Menéndez-Helman et al., 2012), Cyprinus carpio expostos a glifosato nas concentracdes
0.5,2.5,5 e 10 mg/L por 96 horas (Cattaneo et al., 2011).

Diversos estudos tém demonstrado que a atividade da AChE nos tecidos de peixes
pode variar dependendo da espécie, do periodo de exposi¢do, das condigdes experimentais
em que o peixe ¢ mantido e do tipo de substincia toxica a qual o peixe € exposto (Crestani et
al., 2006; Da Fonseca et al., 2008; Dos Santos Miron et al., 2005; Glusczak et al., 2006;
Moraes et al., 2007). Tais estudos fornecem uma base para compreender os resultados
alcancados neste trabalho.

Outro aspecto relevante a ser considerado nos resultados deste trabalho ¢ o efeito do
glifosato na atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), conforme discutido por Larsen
et al. (2016). De acordo com os autores esse efeito varia consideravelmente dependendo do
tratamento € da area cerebral analisada. No entanto, em todos os casos observados e
conforme comprovado no presente estudo, € notavel que, ao contrario de outros agrotoxicos
organofosforados, o glifosato age como um inibidor fraco da AChE. Dessa forma, seria
necessaria uma concentragdo muito superior aos niveis ambientais de glifosato para causar
uma inibi¢do eficaz da atividade dessa enzima no cérebro (Larsen et al., 2016).

No que concerne aos resultados observados na atividade da enzima AChE no
musculo, observa-se que os dados apresentaram uma tendéncia de reducao de atividade no
grupo experimental. Tal reducdo também foi observada em Prochilodus lineatus apds 96
horas de exposicdo a concentragdo de 10 mg/L de Roundup® (Modesto; Martinez, 2010) e
em Rhamdia quelen quando expostos por 96 horas a 600 ¢ 700 mg/L do herbicida 2,4-D. Ja
trabalho de Glusczak et al., (2006), Leporinus obtusidens expostos ao glifosato nas

concentragdes 3, 6, 10 e 20 mg/L por 96h ndo apresentaram alteragdes significativas na
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atividade de Acetilcolinesterase no musculo de peixes expostos. O mesmo ocorreu no estudo
de Lopes et al. (2017), em que a atividade da AChE nao foi alterada nos musculos de Danio
rerio expostos a concentragdo 5 ou 10 mg/L de glifosato por 24 e 96 horas.

Dos estudos citados até aqui, as concentracdes utilizadas de glifosato que inibem a
atividade da AChE s3o, em sua maioria, superiores as encontradas no ambiente. No presente
estudo, ao utilizar a concentragdo maxima permitida de glifosato em aguas de classe 1,
constatamos que essa altera significativamente a atividade de AChE no cérebro de Danio
rerio. Isso sugere que os niveis maximos aceitaveis desse composto precisam ser

reconsiderados pelos 6rgaos ambientais.

4.5 CONCLUSOES

ApoOs a exposi¢cdo a concentragdo permitida pela Resolugdo CONAMA em aguas de
classe 1, observou-se um aumento significativo na atividade da AChE no cérebro do grupo
experimental, indicando a toxicidade do glifosato para a espécie D. rerio. Contudo, ndo foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas na atividade da AChE no musculo em
comparacdo com o grupo controle. Esses resultados sugerem uma possivel necessidade de
revisdo dos limites permitidos de glifosato na &gua, visando a satde dos ecossistemas
aquaticos bem como mais investigacdes sobre o impacto da exposi¢do crOnica a baixas

concentracdes no sistema nervoso de peixes.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

ApoOs a exposicao a concentracao permitida pela resolugdo CONAMA em aguas de
classe 1, ficou evidenciado efeito de toxicidade do glifosato para a espécie D. rerio.

No teste de predacdo, os individuos do grupo experimental alteraram seu padrdo
comportamental, apresentando uma distancia de reacdo menor em relacdo a sua presa. No
teste de preferéncia por luz, observou-se que individuos do grupo experimental permaneceram
por mais tempo no compartimento claro do aquario, embora nao tenham sido diferengas
estatisticamente significativas em relacdo ao grupo controle. No teste anti-predador o grupo
experimental exibiu maior tempo de reacdo a resposta a fuga do predador ficticio se
comparado com o grupo controle. Quanto a andlise da atividade da AChE no cérebro, foi
observado um aumento significativo da atividade no grupo experimental em comparagdao com
o grupo controle, embora na analise da atividade no musculo, ndo foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.

Os resultados obtidos indicam a necessidade de revisao dos limites permitidos de
glifosato na agua, a partir das possibilidades de impactos identificados no comportamento,
resposta anti-predador e atividade da AChE no cérebro dos peixes D. rerio.

Esses resultados sugerem ainda a realizagdo de mais investiga¢des sobre o efeito da
exposicao cronica desses organismos a baixas concentracoes de glifosato, representando do

ponto de vista ambiental, o que ocorre no ambiente natural quando os organismos sao

expostos a esses compostos quimicos constantemente.
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