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Canoa canoa desce

No meio do rio Araguaia desce
No meio da noite alta da floresta
Levando a solid&o e a coragem
Dos homens que séo

Ava avacanoé

Ava avacanoé

Avacanoeiro prefere as aguas
Avacanoeiro prefere o rio
Avacanoeiro prefere os peixes
Avacanoeiro prefere remar
Ava prefere pescar

Dourado, arraia, grumata
Piracara, pira-andira
Jatuarana, taiabucu
Piracanjuba, peixe-mulher
Avacanoeiro quer viver
Avacanoeiro s6 quer pescar
Dourado, arraia e grumata
Piracanjuba, peixe mulher

Nelson Angelo e Fernando Brant

Os homens encenam tragédias porque néo
acreditam na realidade da tragédia que de fato
esta se desenrolando no mundo civilizado.

José Ortega y Gasset
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\'/O2 - Tomada de O, (taxa metabdlica)

VR — Fluxo de agua através do respirdbmetro
V1 — Volume ventilatério
Wt - Massa fresca do animal



RESUMO

As aplicacdes de Roundup, o herbicida de largo espectro mais usado no mundo em areas
cultivadas, acabam contaminando o ambiente aquatico. Entretanto, considerando-se sua
importancia como herbicida, a literatura sobre as propriedades toxicolégicas e
ecotoxicologicas do glifosato em animais aquaticos € extremamente escassa. No presente
estudo, exemplares controle de matrinxa, Brycon amazonicus, e expostos a trés
formulacbes diferentes do Roundup (Original, WG e Transorb) nas concentracdes de 5
mg.L™ por 96h, apresentaram as seguintes respostas: alteracdo da tensdo critica de O,
(PcOy) de 35 mmHg (controle) para 107 mmHg no grupo Original, 114 mmHg no grupo WG
e 94 mmHg no grupo Transorb; ocorreram aumentos da VO2¢ Vo na maioria das PO,
testadas para os grupos Original e WG e diminuicdo desses parametros para 0 grupo
Transorb. O Vt e a relacdo Ve VO, apresentaram aumentos significativos em relagdo ao
grupo controle na maioria das PO, testadas, enquanto a EO, foi significativamente reduzida
para os trés grupos, em todas as tensbes de O,. As fz ndo apresentaram alteracdes
significativas em relacdo ao grupo controle enquanto que as fy aumentaram
significativamente em todas as PO, testadas no grupo Original, entretanto ndo se alteraram
significativamente nos demais grupos. A taquicardia observada no grupo Original pode ter
sido resultante de um efeito direto do glifosato no musculo cardiaco, mas um possivel efeito
da liberacdo de catecolaminas em resposta ao estresse induzido pela presenca do herbicida
ndo pode ser descartado, enquanto a leve bradicardia observada nos grupos WG e
Transorb pode ter resultado do efeito dos ditos “ingredientes inertes” presentes em suas
formulacdes e ndo apenas do glifosato em si. Tais resultados sugerem a possivel ocorréncia
de modificacdes estruturais dos filamentos branquiais, reduzindo a eficiéncia das trocas
gasosas. Entretanto, ndo houve alteracdo da fr ha comparacdo dos dois grupos, indicando
gue todas as formula¢cfes do Roundup podem ter diminuido a atividade da AchE, inibindo a
atividade de tecidos como o muscular e o nervoso. Em conjunto, os efeitos do Roundup na
funcéo respiratéria de B. amazonicus reduzem as chances de sobrevivéncia da espécie,
especialmente sob condi¢cdes de hipoxia ambiental.



ABSTRACT

Roundup is the herbicide most extensively used worldwide and its application in agricultural
areas eventually contaminates the aquatic environment. However, given its importance as an
herbicide, the literature on toxicological and ecotoxicological properties of the glyphosate in
aquatic animals is scarce. In this research, control specimens of matrinxd, Brycon
amazonicus, and specimens exposed to three different Roundup formulations (Original, WG
and Transorb) at concentration of 5 mg.L™ for 96 hours, showed the following results: change
on the critical tension of O, (PcO;) from 35 mmHg to 107 mmHg (Original group), to 114
mmHg (WG group), and to 94 mmHg (Transorb group). The Original and WG groups

increased VO, and V in most of the PO, tested while these parameneters decreased for

Transorb group. Both Vt and the relation \'/G/\'/O2 increased significantly in relation to the

control group during progressive hypoxia, whereas EO, was significantly reduced in all the
three groups. The fr did not change significantly in relation to the group control whereas fy
increased significantly in the Original group and did not show significant changes in the other
groups. The tachycardia induced by the Original formulation could be related to a direct
effect of glyphosate on the cardiac muscle, but could also be attributed to a stress-induced
catecholamine release in response to the herbicide. On the other hand, the bradycardia
observed in WG and Transorb formulation groups may be the result of the effect of “inert
ingredients” found in their formulations and not only the glyphosate itself. Taken together, the
results suggest possible structural changes in the gill filaments, reducing the efficiency of the
gas exchanges. However, fr values did not change between groups exposed to herbicides,
which indicates that all Roundup formulations may have reduced AchE activity, inhibiting
tissues such as muscles and nervous system. Altogether, the results pointed that the effects
of Roundup on B. amazonicus respiratory functions reduce its chances of survival, especially
under conditions of environmental hypoxia.



1. INTRODUCAO

1.1. Caracterizagcdo do Problema

Dentre os efeitos da atividade humana sobre os ecossistemas, 0 processo de
modernizacdo da agricultura introduziu uma grande variedade de produtos visando o
aumento da produtividade, como herbicidas, inseticidas, fungicidas e fertilizantes.

O emprego dessas substancias trouxe consequéncias adversas aos ecossistemas
envolvidos, inclusive o aquatico, uma vez que tais produtos podem ser carreados por
lavagem do solo pela chuva, lavagem de equipamentos, derramamentos acidentais, entre
outros. Além disso, varios agroquimicos sao indicados pelos fabricantes para o controle
de pragas em reservatoérios e tubulag¢fes de agua.

A fauna ictica constitui um recurso alimentar importante, sendo uma fonte proteica
acessivel por meio da exploracéo direta das popula¢gbes naturais ou de peixes cultivados
artificialmente. Dessa forma, torna-se necessario um conhecimento mais aprofundado dos
efeitos de xenobidticos sobre bioindicadores fisiolégicos e bioquimicos de diferentes
espécies de peixes. Por estarem relacionados as respostas primarias das células aos
impactos recebidos do meio, esses bioindicadores sdo vistos como instrumentos
eficientes de avaliacdo e de prevencao de riscos ecoldgicos.

O glifosato, herbicida de largo espectro de acdo e ampla utilizacdo, esta entre os
produtos que possuem maior mobilidade no ambiente, apresentando alto potencial de
contaminacado de aguas superficiais e subterraneas. As escassas informac6es disponiveis
na literatura, sobre os efeitos dessa molécula em peixes, indicam que causa uma série de
efeitos adversos, tanto hispatolégicos quanto bioquimicos, em diversos 6rgaos.

Nesse contexto, o presente projeto propds-se a estudar o efeito de trés
formulacbes comerciais do glifosato (Roundup Original, Roundup WG e Roundup
Transorb) sobre a funcao cardiorespiratéria de matrinxd, Brycon amazonicus, peixe
comumente encontrado na Bacia Amazbnica e em tanques de producdo comercial, que

vém sofrendo gradativamente o impacto da contaminac&o ambiental.
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1.2. Funcéao Respiratdria de Peixes Teledsteos

O fato da troca de gases no ambiente aquatico caracterizar-se pela baixa
disponibilidade de O, em relacdo ao ar esta bem documentado na literatura. Segundo
Boutilier et al. (1984), a 20 °C a capacitancia de O, do ar € 30 vezes maior que a da agua
destilada. Somam-se a essa caracteristica, as flutuacdes, tanto diarias quanto sazonais, das
concentracbes de O,, bem como os efeitos de poluentes induzindo diminuicbes nas
concentracdes desse gas nas aguas continentais e costeiras, fendbmeno que vem
despertando crescente atencdo nos Ultimos anos (GLASS, 1992).

As aguas doces tropicais, em particular, constituem importante sistema para estudos
de adaptacbes ao ambiente por apresentarem grandes oscilacfes diarias e sazonais
naturais em suas propriedades fisicas e quimicas, além da coexisténcia de espécies
estreitamente relacionadas, com habitats similares e solu¢cdes completamente diferentes
para 0s mesmos problemas.

Dessa forma, vivendo em ambientes tdo variaveis, as espécies de peixes tropicais
tornaram-se adaptadas a condi¢cBes extremas poucas vezes enfrentadas por vertebrados de
respiracéo aérea.

As respostas adaptativas séo iniciadas tdo logo o animal detecte uma mudanca no
ambiente, diretamente, por meio de seu sistema neuro-sensorial, ou indiretamente, pelos
efeitos sobre seus processos fisioldgicos e bioquimicos.

A maioria das espécies de peixes apresenta respiracdo branquial. As branquias séo
ventiladas com um fluxo unidirecional de agua, garantido pelo bombeamento ativo por meio
do trabalho da musculatura esquelética nas cavidades bucal e operculares. As branquias
consistem geralmente de quatro arcos branquiais que se estendem em duas fileiras de
filamentos branquiais, os quais possuem varias lamelas secundarias, estruturas achatadas e
densamente enfileiradas onde ocorrem as trocas gasosas. A medida que a agua flui entre
essas lamelas em uma diregéo, o fluxo sanguineo flui em direcdo oposta, por este motivo
denominado fluxo contracorrente. (Campbell et al., 2008) (Figura.l)

Ao longo de sua trajetéria a partir do ambiente aquatico até a mitocondria, a tenséo
de O, decresce gradativamente, desde o momento em que € captado pelas branquias até
sua utilizacao na célula, evento chamado “cascata de oxigénio” (HUGHES, 1973), mostrado

na Figura 2.
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FIGURA 1. Esquema do sistema respiratério de peixes teledsteos. (Campbell et al., 2008).

As principais barreiras a difusdo s@&o as membranas branquiais, a circulacéo
sanguinea e as membranas celulares dos tecidos que receberdao O, (GALIS & BAREL,
1980; FERNANDES & RANTIN, 1989; 1994). Qualquer aumento da resisténcia a difusdo de
O, em um desses pontos pode causar um efeito hipéxico. Assim, qualquer substancia que
possa causar hipéxia ambiental pode reduzir a quantidade de O, disponivel as mitocondrias
e, consequentemente, comprometer 0s processos aerobicos.

As respostas respiratorias de teledsteos em relagdo ao decréscimo da tensdo de O,
ambiental diferem entre as espécies. De acordo com Davis (1975), o consumo de O, (VO,)

varia de acordo com a capacidade de regulacdo da tomada de O, da espécie em relagdo a

disponibilidade desse gas no ambiente. Para as espécies oxiconformistas, a \'/O2 varia

diretamente com a tensdo de O, ambiental, a0 passo que nos oxireguladores a VO, é

independente de tal variavel.
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FIGURA 2. Diagrama mostrando as mudancas na tensao de O, (PO,) desde o ambiente externo
até as mitocondrias das células (modificado de HUGHES, 1973).

A tensao critica de O, (P.O,) representa o limite da capacidade do animal em

manter sua \'/O2 constante em resposta a reducao do O, ambiental. Abaixo da P.O, a

espécie se comporta como oxiconformista e a \'/O2 passa a ser dependente da

disponibilidade de O, do meio. Alguns estudos demonstraram que a PO, é caracterizada
pela mudanca no padrdo de consumo de oxigénio e pelo inicio do metabolismo
energético anaerdbico (PORTNER & GRIESHABER, 1993; THILLART et al., 1994).

De acordo com Gerald & Cech (1970), Cameron (1971), Fernandes & Rantin
(1989), Kalinin (1991), Rantin et al. (1992), a ventilagdo branquial (VG) em resposta a
hipoxia é imediatamente aumentada através da elevacédo da frequéncia respiratoria (fr)
e/ou do volume ventilatério (V1). Segundo Hughes (1970), a difusdo de gases através da
superficie respiratéria depende do volume ventilatério, da velocidade do fluxo de agua, da
area de difuséo, do gradiente de pressao parcial dos gases entre a agua e o sangue e da
disténcia de difusdo. Booth (1979) enfatizou que a difusdo de O, nas branquias pode ser

aumentada também pelo recrutamento de lamelas secundarias.
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Satchell (1991) reuniu os mecanismos fisiol6gicos e bioquimicos adotados pelos
teledsteos durante a hipoxia ambiental, para maximizar a tomada de O, e minimizar seu
gasto, em trés categorias:

(a) respostas reflexas desencadeadas pela estimulacdo dos quimiorreceptores de
0., como: hiperventilagdo branquial, bradicardia, sincronismo cardio-respiratério e
constricdo dos vasos sanguineos periféricos;

(b) respostas intrinsecas dos vasos branquiais, modificando o padrédo de fluxo
sanguineo nas branquias, podendo aumentar a espessura da lamina de sangue no interior
das lamelas branquiais e, consequentemente, causar um aumento na area disponivel
para a troca gasosa em cada lamela individual e recrutar lamelas adicionais e

(c) respostas desencadeadas pela ativagdo, via estresse hipoxico, dos centros
autonémicos que regulam a liberacdo de catecolaminas no sangue pelos tecidos
cromafins. As catecolaminas, por sua vez, podem evocar respostas tais como mudancgas
adicionais no padrdo do fluxo de sangue nas branquias e na condutancia difusiva de O,
regulacdo da tomada de O, pelos eritrocitos, protecdo da musculatura cardiaca contra
acidificacdo e aumento nos niveis sanguineos de glicose compensando, em parte, a
passagem de metabolismo aerébico para glicolitico.

Existem indicacfes de que diminui¢cdes relativamente pequenas na tensédo de O,
da agua podem produzir grandes respostas ventilatérias nos animais de respiracdo
aquatica, enquanto que diminuicbes muito maiores sdo necessarias para que se
obtenham tais respostas em vertebrados de respiracéo aérea.

A relacdo entre a ventilacdo e a tensédo de O, do meio € normalmente descrita por
curvas hiperbdlicas para todos os grupos de vertebrados (DEJOURS, 1981), indicando
gue as respostas ventilatérias tentam manter a tomada de O,. Em algumas espécies de
teledsteos, contudo, a ventilacdo aumenta até um determinado nivel, ndo excedido com
reducdes adicionais na tensdo de O, do meio (BURGGREN & CAMERON, 1980),
indicando a existéncia de fatores que limitam a funcao respiratdria de peixes teledsteos
em hipodxia.

Deve-se, ainda, levar em consideracdo a possivel associacdo entre hipdxia e a
presenca de xenobidticos no ambiente. Desta forma, pode-se inferir que espécies sujeitas

a hipoxia, quando submetidas a xenobidticos deverao sentir de forma mais pronunciada
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os efeitos da mesma. Porém, existem pouquissimas informacdes a respeito do efeito de

xenobidticos sobre a funcao cardio-respiratoria de peixes.

1.3. Funcéo Cardiaca de Peixes Telebsteos

7

O coracédo dos peixes teledsteos é um 6rgdo formado por quatro camaras em
série: seio venoso, atrio, ventriculo e bulbo arterioso (Figura 3A)

O seio venoso recebe o sangue venoso da circulacdo. A quantidade de fibras
musculares é variavel, podendo aparecer como uma fina camada em algumas espécies,
fibras esparsas na maioria das espécies ou estarem completamente ausentes.

O atrio € um amplo saco muscular de parede fina, capaz de gerar pressdo
suficiente apenas para encher o ventriculo, que possui parede muscular grossa.

O ventriculo é a principal camara geradora de pressédo do coragcdo e compreende
de 58 a 85% de sua massa. Seu formato é muito variavel nas diferentes espécies,
podendo ser piramidal ou tubular. A parede do ventriculo frequentemente consiste de
duas camadas, um endocdardio esponjoso, que representa a maior parte da massa
ventricular, e uma camada compacta externa. Nos tele6steos em que esta presente, a
camada compacta é suprida com uma artéria coronaria provinda do lado arterializado das
branquias enquanto que o endocardio esponjoso sempre recebe todo o O, e nutrientes
diretamente do sangue do limen ventricular (ou seja, do sangue venoso).

A quarta camara, o bulbo arterioso, é elastica devido a presenca de elementos
flexiveis e musculo liso em sua parede (SATCHELL, 1981). O sangue venoso, vindo da
circulacdo sistémica, passa por tais camaras e € direcionado, via aorta ventral, para as
branquias onde ocorre a oxigenacgéo (Figuras 3B e 4).

O trabalho eficiente do coracdo depende da ativacdo sequencial das camaras
acima descritas. O coracdo dos peixes, como dos demais vertebrados, € miogénico,
possuindo tecido marca-passo na juncao sinoatrial, o qual dispara potencias de acédo de

forma lenta e espontanea (SAITO, 1973; HAVERINEN & VORNANEN, 2007).
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FIGURA 3. Representacdo esquematica do coracdo (A), mostrando as 4 camaras em série
(modificado de HAVERINEN & VORNANEN, 2007), e do sistema circulatorio (B) de
peixes teledsteos - notar que para cada um os ramos da artéria branquial, condutor do
sangue venoso para as branquias, corresponde uma veia branquial, as quais se unem
a aorta subvertebral (adaptado de NICHOLSON, 1980).

Durante a hipoxia ambiental, a resposta cardiaca mais frequentemente observada

em peixes teledsteos € a bradicardia, acompanhada de aumento do volume sistélico.

Como o débito cardiaco € mantido, a importdncia da bradicardia hipoxica é

interpretada como uma forma de aumentar o tempo de residéncia do sangue tanto nas

lamelas secundarias (possibilitando maior captacdo de O, da corrente ventilatoria) quanto no

miocardio (possibilitando um maior tempo para tomada de O, pelo mesmo) tal fato é

possibilitado por dois efeitos: (a) aumento do recrutamento lamelar, causado por hipertensdo

acompanhada de bradicardia e (b) adequada relacdo ventilacdo-perfusdo (SATCHELL,

1991; ALTIMIRAS et al., 1995).
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FIGURA 4. Detalhe do sistema circulatorio de peixes teledsteos. (modificado de NICHOLSON,
1980)

1.4. Contaminagao do ambiente aquatico

Dentre os efeitos da atividade humana sobre os ecossistemas, o processo de
modernizacdo da agricultura a partir dos anos 60 e a necessidade de se aumentar 0s
indices de produtividade, introduziram novas variedades de herbicidas, bactericidas,
fungicidas, acaricidas, parasiticidas e inseticidas no mercado de produtos agricolas. O
emprego dessas substincias trouxe, por outro lado, consequéncias adversas pela
toxicidade ao homem e ao ambiente; os ecossistemas aquaticos também foram afetados e
mais particularmente, as populacdes de peixes.

Segundo dados da Agéncia Senado (2009) , o Brasil assumiu a lideranca mundial no
consumo de agrotoxicos, superando os Estados Unidos, cujas lavouras ocupam area maior,
e respondendo por 84% do consumo dos paises latino-americanos.

Os herbicidas representam a maior parcela e calcula-se que somente cerca de 0,1%
atinja o alvo especifico, enquanto os 99,9% restantes da aplicacdo tém potencial para se
mover em diferentes compartimentos ambientais, tais como o0 solo e aguas superficiais e
subterraneas. (BELLUCK et al, 1991)

As atividades industriais e agropecuarias e a introducéo de poluentes, a chuva acida
e os efeitos dos distarbios na relagcdo acido-base, o aquecimento global, com mudancas
associadas na temperatura e niveis de oxigénio, provocam mudancas em ecossistemas

aquaticos e levam a necessidade de se entender as bases fisioldgicas da biodiversidade e
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das diferentes capacidades de diferentes espécies de resistirem a essas mudancas. Esta
guestao é particularmente importante para o entendimento de como os contaminantes
podem influenciar esses sistemas.

A fauna ictica constitui-se num recurso alimentar importante, sendo uma fonte
proteica acessivel através da exploracdo direta das populacdes naturais. Embora essas
populacdes de peixes parecam inesgotaveis, a acdo antropica muito tem contribuido para a
sua reducao, tornando-se inevitavel que populacdes mundiais tornem-se cada vez mais
dependentes de peixes cultivados artificialmente.

O ambiente aquatico € um meio no qual o acesso e a penetracdo de agentes
patogénicos tornam-se facilitados e o confinamento dos peixes favorece ainda mais o
aparecimento de doencgas. Assim, 0 estudo de agentes causadores de patologias nos peixes
€ um campo de crescente importancia em virtude da expansdo mundial da piscicultura, pois
sabe-se que esses agentes podem provocar elevadas taxas de mortalidade, reducédo das
capturas ou diminuicdo dos valores comerciais dos exemplares atacados.

Os corpos d'agua estdo frequentemente sujeitos a contaminacdo quimica pelas
atividades da agricultura. A aplicacdo de pesticidas em areas cultivadas acaba por
contaminar o ambiente aquatico por meio de derramamentos acidentais, lavagem do solo
pela chuva e lavagem de equipamentos e recipientes utilizados nessas pulverizacfes. Além
disso, varios pesticidas, incluindo algicidas, herbicidas e inseticidas séo indicados pelos
fabricantes para o controle de pragas em reservatorios e tubulagbes de agua. Esses
produtos tém sido testados e liberados para uso em, ou proximo a, ambientes aquaticos.
Entretanto, o uso apropriado desses pesticidas em areas aquaticas € especialmente critico
(BRANCO, 2004).

Derramamentos acidentais e superdosagens podem matar peixes ou causar danos
ao seu habitat, o que causara a reducao de suas populacdes. Além da toxicidade aguda, o
uso de agrotoxicos pode resultar na morte de peixes devido a efeitos secundarios tais como
a deplecao de O, nos corpos d’agua (HUNN et al., 1993).

A preocupagdo com a contaminagdo de ambientes aquaticos aumenta,
principalmente, quando a agua é usada para o consumo humano. A Comunidade
Econdmica Européia estabeleceu em 0,1 ug/L a concentragido maxima admissivel de
qualquer agrotéxico em aguas destinadas para consumo humano e em 0,5 pg/L para o total

de residuos, sem deixar claro se deve, ou ndo, considerar também produtos de
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transformacéo. Este limite tem sido motivo de questionamento uma vez que ndo considera a
toxicidade de cada produto, e ainda, as metodologias analiticas disponiveis para alguns
compostos ndo atingem limites de deteccdo dessa ordem de grandeza. Por outro lado, a
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) e a Organizacdo Mundial da
Salde estabelecem niveis maximos para pesticidas individuais em agua destinada ao
consumo humano, baseados em estudos toxicologicos e epidemiolégicos (DORES & DE-
LAMONICA-FREIRE, 2001).

No Brasil, a portaria n® 020/CONAMA, de 18/06/1986, estabelece limites maximos de
contaminantes em aguas dependendo de seu destino sendo que, dentre esses, estao
alguns pesticidas organoclorados, organofosforados e carbamatos. A Resolucdo 36/GM de
19/01/1990 do Ministério da Salde (Padrdo de Potabilidade de Agua Destinada ao
Abastecimento de Populacbes Humanas) estabelece limites de pesticidas em aguas
destinadas ao consumo humano. No entanto, essas legislagcbes ndo contemplam a maioria
dos pesticidas atualmente em uso, como por exemplo, inseticidas piretréides e a maioria dos

herbicidas.
1.4.1. Glifosato

O glifosato € um herbicida pds-emergente, pertencente ao grupo quimico das
glicinas, classificado como nao-seletivo e de agéo sistémica. Apresenta largo espectro de
acdo, o que possibilita um excelente controle de plantas daninhas anuais ou perenes, tanto
de folhas largas como estreitas.

A estrutura quimica de sua molécula é a seguinte, de acordo com Whitaker & Ware

(2004):

P
IL (|)H N-(fosfonometil)glicina

A propriedade herbicida desta substancia foi descoberta pela Monsanto em 1970 e a
primeira formulacdo comercial foi lancada nos Estados Unidos em 1974, com o nome
comercial de Roundup. Hoje ela é utilizada em mais de 130 paises, sendo aplicada para
controle de plantas daninhas nas areas agricolas, industriais, florestais, residenciais e

ambientes aquaticos. (MONSANTO, 2009). A literatura sobre as propriedades toxicolégicas
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e ecotoxicolégicas do glifosato em animais aquaticos € extremamente escassa,
considerando-se sua importancia como herbicida.

O ¢lifosato atua como um potente inibidor da atividade da enzima catalisadora de
uma das reacgdes de sintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano e
tem influéncia também em processos, a inibicdo da sintese de clorofila, a estimulacéo da

producao de etileno e reducéo da sintese de proteinas (COLE, 1985; RODRIGUES, 1994).

1.4.1.1. Comportamento do glifosato no solo e na agua

A principal rota de degradacédo do glifosato sdo os microrganismos de solo e agua
(por processos aerobicos e anaerobicos), que o decompdem em compostos naturais.

De acordo com Amarante-Jr et al. (2002), o glifosato tende a ser inativo em contato
com o solo, desde que seja por ele adsorvido. O mecanismo nao € inteiramente
compreendido, mas é sugerida a ocorréncia de liga¢des similares as do fosfato inorganico.
Entretanto, apesar da competicdo com fosfatos inorgénicos ter sido demonstrada em
laboratdrio, a mesma nédo tem sido medida no campo. fons especificos tais como Fe?, Fe*
e AI** complexam-se com o glifosato e os complexos metalicos com &cidos himicos em solo
podem ser um mecanismo de ligacéo deste as particulas do solo (WHO, 1994). O composto
livre no solo é degradado rapidamente a diéxido de carbono, pela atividade microbiana,
enquanto que o glifosato adsorvido é degradado mais lentamente, ou ndo degradado,
persistindo inativo durante anos.

A degradacéo do glifosato no solo pode seguir duas rotas. A primeira, pouco citada
na literatura, consiste na transformacédo do glifosato em sarcosina por acédo das bactérias
Agrobacterium radiobacter ou Enterobacter aeroneges (enzima C-P liase) - a sarcosina
entra no metabolismo desses microorganismos e de outros, degradando-se. A segunda rota
consiste na transformacao do glifosato em acido aminometilfosfénico, AMPA (AMARANTE-
JR et al., 2002).

Com relagdo a sua solubilidade em agua, o glifosato é altamente sollvel,
apresentando valor de 11.600 ppm a 25°C (KOLLMAN & SEGAWA, 1995). Experimentos
procurando avaliar a estabilidade da molécula indicaram que o glifosato mostrou-se estavel
em solucdo aquosa na faixa de pH 3,0 a 9,0, a uma temperatura de 35 °C como também a
fotodegradacgéo na faixa de pH entre 5,0 e 9,0, em solugéo tamp&o sob luz natural, e a meia-

vida, por hidrdlise, foi maior que 35 dias (KOLLMAN & SEGAWA, 1995). Bronstad & Friestad
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(1985) também demonstraram que o glifosato apresenta pequena propensao a
decomposicéo por hidrdlise.

No Brasil, a portaria MS n.° 518/2004 do Ministério da Satde (CAPITULO IV - DO
PADRAO DE POTABILIDADE; Art. 14° - Potabilidade da &gua) estabelece o valor maximo
permitido de 500 ug/L do herbicida glifosato em aguas destinadas ao consumo humano.
Posteriormente, a Resolucdo CONAMA 357/05 que classifica os corpos de agua,
regulamenta uma série de substancias, estabelecendo a concentracdo maxima permissivel
das mesmas, de acordo com as diferentes classes de agua. As aguas das classes 1 e 2
destinadas ao abastecimento para consumo humano e a prote¢cdo das comunidades
aquaticas, a concentracdo maxima de glifosato permitida é de 65 pg.L™.

Infelizmente, poucos dados disponiveis na literatura quantificam as concentra¢des de
glifosato em corpos de agua brasileiros. Segundo Amarante-Jr et al. (2002), em raras
ocasifes o pesticida tem sido detectado em amostras de aguas mas, em geral, isto ocorre
devido a dificuldade de separacdo do composto e também devido ao fato de ndo ser
considerado um sério contaminante aquatico. Segundo esses autores, o glifosato € um
composto extremamente polar, sendo extraido das amostras aquosas juntamente com
cations metalicos e anions inorgéanicos, o que dificulta sua andlise.

Mattos et al. (2002) determinaram a presenca do herbicida glifosato e do seu
metabdlito, acido aminometilfosfénico (AMPA), em amostras de aguas coletadas em area
orizicola, submetida a plantio direto, no Arroio Bretanhas e na Lagoa Mirim, integrantes da
bacia hidrografica do Piratini-Sdo Goncalo-Mangueira, sudeste do RS. Esses autores
verificaram concentracdes de até 0,14 + 2,3 mg L™ de glifosato e de 0,11 + 4,3 ug L™ de
AMPA.

Silva et al. (2003) estudaram a microbacia hidrografica arroio Passo do Pilao, que
desagua no arroio Pelotas, responsavel pelo abastecimento de parte da dgua consumida no
municipio de Pelotas - RS. Esses autores detectaram a presenca de glifosato em
concentracdes acima de 0,10 mg L™ nas 4guas do arroio Passo do Pildo aos 60 dias apés a
aplicacdo do produto, indicando a persisténcia do herbicida no ambiente aquatico.

Garcia & Rollemberg (2007) analisaram amostras de agua coletada na Represa
Taquarugu, municipio de Sandovalina - SP, e encontraram uma concentracdo média de 0,18
mg L. Os autores sugeriram, com base em tais resultados, a necessidade de tratamento

adequado dessas aguas para consumo humano, para a exploracdo pesqueira e para
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atividades de lazer, pois essa represa situa-se em regido agricola, com intensa pulverizacao
de herbicidas, sendo a pesca o0 meio de subsisténcia da populacao ao redor.

Todos os valores acima citados estdo acima da concentracdo maxima estabelecida
pela Resolucdo CONAMA 357/05, de 65 pg.L™. Dessa forma, medidas de controle e
reducdo na dosagem de aplicacdo do glifosato e novas técnicas que venham minimizar a
aplicacédo desse herbicida devem ser desenvolvidas e implementadas.

A ampla utilizagdo desse produto, o desconhecimento dos riscos associados a sua
utiizacdo, o consequente desrespeito as normas basicas de seguranca, a livre
comercializacdo e a grande pressdo comercial por parte das empresas produtoras e
distribuidoras constituem importantes causas que levam ao agravamento dos quadros de

contaminagé&o humana e ambiental observados no Brasil.

1.4.1.2. Efeitos do glifosato nos seres vivos

A formulacdo Roundup mais utilizada é composta de surfatante polioxietileno-amina
(POEA), acidos organicos de glifosato relacionados, sal de isopropilamina e agua. Em
funcdo dessa composi¢cdo, Roundup possui uma toxicidade aguda maior que o glifosato
puro, testado em laborat6rio pelas principais agéncias reguladoras do produto nos EUA. O
surfatante presente estd contaminado com 1-4 dioxano, um agente causador de cancer em
animais e potencialmente causador de danos ao figado e aos rins de seres humanos.
(HARDELL et al, 1999)

Em decorréncia da decomposicdo do glifosato, registra-se uma substancia
potencialmente cancerigena conhecida, o formaldeido. E a combinac¢édo do glifosato com
nitratos no solo ou em combinacdo com a saliva, origina o N-nitroso glifosato, cuja
composicdo também é potencialmente cancerigena e para a qual ndo ha um nivel de
exposicdo seguro. Hardell et al (1999) concluiram que existe associacdo do contato
prolongado com glifosato e o linfoma “non-Hodgkin”, outra forma de céncer e os
pesquisadores alertam para o0 caso, considerando o exponencial aumento no consumo do
herbicida a nivel mundial.

Conforme Kaczewer (2002), o NCAP (Northwest Coalition for Alternatives to
Pesticides) identificou efeitos prejudiciais do glifosato a salde em todas as categorias
padronizadas para o estudo toxicoldgico (subcrénicos, crénicos, carcinogénicos,

mutagénicos e reprodutivos). Os estudos de toxicidade realizados demonstraram os
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seguintes efeitos: toxicidade subaguda (lesGes em glandulas salivares), toxicidade crbnica
(inflamacéo gastrica), danos genéticos (em células sanguineas humanas), transtornos
reprodutivos (diminuicdo do nimero de espermatozoides em ratos e aumento da frequéncia
de anomalias espermaticas em coelhos) e carcinogénese (aumento da frequéncia de
tumores hepaticos em ratos e cancer de tiredide em ratas). Além disso, Dallegrave et al.
(2003) identificaram problemas reprodutivos em ratos cobaias, que tiveram contato com Roundup:
maior parcela de espermatozéides andmalos, menor producdo diaria de espermatozéides e
alteracBes no desenvolvimento do tecido testicular.

O efeito do glifosato no organismo humano é cumulativo e a intensidade da
intoxicacdo depende do tempo de contato com o produto. Os sintomas de intoxicacio
previstos incluem irritagbes na pele e nos olhos, nauseas e tonturas, edema pulmonar,
gueda da pressao sanguinea, alergias, dor abdominal, perda de liquido gastrointestinal,
vomito, desmaios, destruicdo de glébulos vermelhos no sangue e danos no sistema renal.
(ANDRIOLI, 2005)

A literatura sobre as propriedades toxicologicas e ecotoxicolégicas de glifosato sobre
animais aquaticos é extremamente escassa, considerando-se sua importancia como
herbicida.

A toxicidade das diferentes formulacbes comerciais de glifosato pode variar
consideravelmente. Algumas formulagBes podem ser mais toxicas para peixes e outros
organismos aquaticos devido aos diferentes sais, acidos e surfactantes utilizados
(CHAMPAIGNE, 1994; NESKOVIC et al., 1996), por exemplo, Touchdown 4-LC® e Bronco®
apresentaram baixos valores de ClLs, para espécies aquaticas (<13 mg/L), enquanto que o
Rodeo® apresentou valores de CLs, bastante elevados (>900 mg/L). Também é sabido que
o surfactante presente na formulacdo de Roundup® também é bastante t6xico para peixes,
havendo restricdes de seu uso em ambientes aquaticos.

O surfactante MONO818®, presente na formulacéo de Roundup®, devido a seu efeito
de quebra da tensao superficial da agua, pode interferir na respiracéo branquial de peixes,
sendo altamente téxico para os mesmos (SERVIZI et al. 1987). A CLs, do MONO818® é de
2-3 mg/L para o salmdo sockeye (Oncorhynchus nerka), truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) e para o salmdo coho (Oncorhynchus kisutch) (SERVIZI et al. 1987; TYLER 1997
a,b).



30

Roundup WG é o resultado da evolucgéo tecnoldgica da marca Roundup, que através
de sua formulag&o inovadora, granulada, permite ao agricultor atingir sempre os melhores
resultados, além de facilitar sua vida na armazenagem, no manuseio e no descarte. E um
herbicida de acdo total que contém um surfactante exclusivo que achata a gota na folha,
diminuindo a tensdo superficial e aumentando a superficie de contato, melhorando a
penetracdo do produto. Além de 792,5 g.kg™ do sal de aménio de glifosato presente na
formulac&o, a bula do produto indica a presenca de 720,0 g.kg™ de equivalente &cido de N-
(fosfonometil) glicina (glifosato) e 207,5 g.kg™ de “outros ingredientes” (MONSANTO, 2009).

Infelizmente, ndo ha trabalhos na literatura sobre valores de ClLs, de 96 h para a
formulacdo comercial do Roundup WG®, sendo que os Unicos valores encontrados foram
descritos por Gomes et al. (2007a, b), em anais de congressos, para 3 espécies de peixes
dulcicolas neotropicais, como apresentado na tabela 1.

Segundo o fabricante, Roundup Transorb® é o mais rapido e eficiente herbicida
existente no mercado para o controle, pois conta com a exclusiva e inovadora Techologia
Transorb, que abre caminho pelas folhas das plantas daninhas e faz com que o produto
chegue rapido e direto a raiz, sendo absorvido em minutos, proporcionando mais resultados
em menos tempo. (MONSANTO, 2009). A bula de Roundup Transorb informa a presenca de
648 g L* de sal de Isopropilamina de glifosato, 480 g L™ de equivalente acido de N -
(fosfonometil) glicina (glifosato), e 594 g L™ dos chamados “ingredientes inertes”.

Segundo a Ficha de Informacgfes de Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ) da
Monsanto Brasil, de 12/05/2008, a CLgs, 96 h do Roundup Transorb® para a truta arco-iris,
Oncorhynchus mykiss, é de 18 mg L™. Entretanto, a Safety Data Sheet da Monsanto
Canad4, de 02/10/2009, fornece o valor de CLs, 96 h de 3,13 mg.L'l para a mesma espécie,
valor esse bastante discrepante do anterior. Ainda segundo a FISPQ da Monsanto Brasil, a
CLso 96 h do Roundup para o “fathed minnows” Pimephales promelas é de 84,4 mg L™.

TABELA 1. Valores de CLso de 96 h para a formulagcdo comercial do Roundup WG® para diferentes
espécies de peixes dulcicolas.

Espécie Clso(mg L") Autor

Guaru (larva), Phallocerus caudimaculatus 0,86 GOMES et al. (2007a)
Guaru (adulto), Phallocerus caudimaculatus 9,0 GOMES et al. (2007a)
Mato-Grosso, Hyphessobrycon eques 9,3 GOMES et al. (2007b)

Paulistinha, Brachydanio rerio 10,6 GOMES et al. (2007b)
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Os surfactantes utilizados nas formulacées do Roundup Transorb® e Roundup wG®
ndo sdo conhecidos, protegidos como “segredos comerciais” (“trade secret”), sendo
descritos como uma “mistura de surfactantes” (“surfactant blend”).

De acordo com Nescovic et al. (1996), o glifosato por si s6 € moderadamente toxico
aos peixes. Estes autores encontraram valores de CLs, de 96 h de exposi¢éo ao glifosato de
120 mg.L™ para o bluegill sunfish (Lepomis macrochirus) e de 86 mg.L™ para a truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss). Ja a CLs, do Roundup® para o bluegill sunfish e para a truta arco-
iris foi de 6 a 14 mg.L! e 8 a 26 mg.L*, respectivamente (SERVIZI et al. 1987), o que
comprova o potencial perigo da utilizag&o indiscriminada desse produto para os peixes.

Jiraungkoorskul et al. (2003) expuseram exemplares de tilapia do nilo, Oreochromis
niloticus, por 3 meses a concentragfes subletais (5,0 e 15 ppm) de Roundup e verificaram
uma série de efeitos adversos, tanto hispatolégicos quanto bioquimicos, em diversos
orgdos. Nas branquias, tais modificacdes incluiram proliferacdo das células dos filamentos
branquiais, fusdo lamelar, descolamento do epitélio e aneurismas. No figado, ocorreu
vacuolacdo dos hepatécitos e picnose nuclear. Nos rins, as lesfes incluiram dilatagdo do
espaco de Bowman e acumulo de goticulas hialinas nas células tubulares. Segundo esses
autores, as lesGes estruturais podem estar relacionadas ao significativo aumento nas
atividades das enzimas aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e fosfatases
alcalinas, que ocorreram ao longo do segundo e terceiro méses de exposicao.

Glusczak et al. (2007), estudando a piava, Leporinus obtusidens, expostas a
diferentes concentra¢des de Roundup, (3, 6, 10, e 20 mg.L™ por 96 h), verificaram reduc&o
da atividade da acetil-colinesterase (AChE) cerebral, aumentos significativos nos teores de
glicose e glicogénio hepaticos e reducdo significativa desses parametros no musculo
branco. Também observaram menores teores de proteinas e lactato no figado e redugéo em
todos os parametros hematolégicos estudados (hematdcrito, hemoglobina, eritrécitos e
leucécitos totais) nos animais expostos ao glifosato em relacdo aos controles. Esses autores
nao determinaram a CLsy 96 h do glifosato pois, segundo eles, os peixes sobreviveram a
elevadas concentracdes desse herbicida (100 mg.L™).

No Brasil, a literatura pertinente a estudos de toxicidade do Roundup com espécies
nativas € ainda incipiente, merecendo destaque trabalhos com o tambaqui (MIYAZAKI et al.,
2004), o jundia (RIGOLIN-SA, 1999; SILVA et al., 2004), o curimbata (LANGIANO, 2006) e o

piaucu (ALBINATI et al., 2007). Além disso, ndo ha informacdes, na literatura, sobre o efeito
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do glifosato na funcao cardio-respiratdria de peixes tropicais. O presente trabalho investigou
tais efeitos no matrinxa, contribuindo para a ampliacdo do conhecimento dos efeitos desse
herbicida em ecossistemas aquaticos.

Optou-se por utilizar 3 diferentes formula¢cdes comerciais de Roundup®, pois na
agricultura séo utlizadas formulagcées comerciais e ndo os ingredientes ativos, sendo

aqueles os produtos que atingirdo as comunidades aquaticas.



2. OBJETIVOS

Tendo em vista a importancia da contaminagcdo aquatica por pesticidas, 0 uso
indiscriminado do glifosato na aquicultura e o fato de que os danos fisioldgicos podem ser
0s principais mecanismos da toxicidade de poluentes, o presente trabalho teve como
objetivo principal avaliar o comportamento do sistema cardio-respiratério em exemplares
de Brycon amazonicus (matrinx&) expostos por 96 horas ao Roundup Original® (36% de
glifosato), formulacdo comercial do glifosato mais utilizada e com efeitos tdéxicos mais
conhecidos. Adicionalmente, os resultados obtidos para o Roundup Original® foram
comparados aos efeitos de duas outras formulacdes comerciais do glifosato, mais
recentes e com efeitos ainda pouco conhecidos: Roundup WG® (72% de glifosato) e
Roundup Transorb® (48% de glifosato).

Exemplares controle e expostos as diferentes formulagdes do Roundup foram
submetidos a condi¢cbes de norméxia (140 mmHg) e hipdxia gradual (120, 100, 80, 60, 40

e 20 mmHg) para as medidas dos seguintes parametros:
a. Determinacdo datomada de O, total (\'/O2 );
b. Determinacao da frequéncia respiratdria - fg;
c. Determinacédo da ventilagdo branquial — VG;
d. Determinacao do volume ventilatério — V+;
e. Determinacdo da necessidade ventilatoria - V,/VO, ;

f. Determinacao da extracao de O, da corrente ventilatoria — EO»;

g. Determinacédo da frequéncia cardiaca in vivo - fy;



3. MATERIAL E METODOS

3.1. O Matrinxa, Brycon amazonicus

3.1.1. Posicéao sistematica da espécie

Segundo Britski (1972), 0 matrinxa ocupa a seguinte posicao sistematica:

Classe: OSTEICHTHYES
Subclasse: ACTINOPTERYGII
Superordem: OSTARIOPHYSI
Ordem: CHARACIFORMES
Familia: CHARACIDAE
Sub-familia: BRYCONINAE
Género: Brycon

Espécie: Brycon amazonicus (Spix & Agassiz, 1829)

3.1.2. Breves Consideragcfes sobre a Espécie Estudada

O matrinxa, Brycon amazonicus (Figura 5), € um tele6steo de agua doce nativo
das bacias Amazodnica e Araguaia-Tocantins. Possui escamas com coloracéo cinza prata
uniforme, com uma mancha escura arredondada na regido humeral e nadadeiras
alaranjadas, exceto a nadadeira caudal geralmente cinza escuro. Os dentes séo fortes e
multicuspidados, com varias fileiras na maxila superior. Os adultos raramente ultrapassam
80 cm de comprimento e 5 kg (VAL & HONCZARIK, 1995).

O matrinxa tem habito alimentar onivoro, alimentando-se na natureza de sementes
e frutos como a acapurana (Campsiandra augustifolia), bacaba (Oenocarpus bacaba),
seringa barriguda (Hevea spruceana), seringa verdadeira (Hevea brasiliensis), taquari
(Mabea sp.) e de insetos. O desenvolvimento de reservas de gordura durante a estacao
de cheia é uma importante adaptagéo para sua sobrevivéncia na estacéo de seca (LOWE-

MCCONNELL, 1975).
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FIGURA 5. Exemplar de matrinxa, B. amazonicus. A régua apresenta escala em cm.

E uma espécie rustica, que em cativeiro aceita bem racdes peletizadas, bem como
subprodutos agro-industriais. Tem crescimento rapido e sua maturacao sexual ocorre em
torno dos 3 anos de idade. E uma espécie migratéria, ou de piracema, e sua reproducao
em ambiente natural ocorre no inicio do periodo de enchente, entre dezembro e fevereiro.
Sao muito importantes comercialmente e encontram-se entre 0os peixes de escamas mais
esportivos da Amazonia (VAL & HONCZARIK, 1995).

O matrinxd pode ser cultivado em sistema extensivo e semi-intensivo, em
monocultivo ou de preferéncia em policultivo com outras espécies. No cultivo alcanca
700g até 1 kg no primeiro ano e 1,3 kg a 1,6 kg no segundo ano, o que corresponde ao
tamanho comercializavel ja no primeiro ano sendo, portanto, uma espécie com grande

potencial econdmico em cativeiro.

3.2. Métodos

3.2.1. Coleta e manutencédo em laboratorio

Os exemplares de matrinxa utilizados no presente estudo foram cedidos pelo
Centro de Aquicultura da UNESP - CAUNESP - campus Jaboticabal, SP, e ap0s
capturados, foram acondicionados em tanques com capacidade entre 30 e 50 litros e
imediatamente transportados para o Laboratério de Zoofisiologia e Bioquimica
Comparativa do DCF/UFSCar, onde os experimentos foram realizados.

Em laboratério, os peixes foram mantidos em tanques com capacidade de 1000
litros, dotados de circulacdo continua de agua, aeracdo constante e temperatura

controlada (25 + 1 °C), por um periodo minimo de 30 dias. Estudos prévios (KALININ,
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1996) demonstraram que esse periodo € suficiente tanto para a recuperagao do estresse
decorrente da coleta e transporte, como para a aclimatacdo as condicbes laboratoriais.
Durante esse periodo os peixes foram alimentados ad libitum com ragcdo comercial

peletizada prépria para peixes.
3.2.2. Delineamento experimental

Foram utilizados 40 exemplares de ambos os sexos de matrinxd, com peso de
380,2 + 21,3 g. Os peixes foram divididos em 4 grupos experimentais: controle (n = 10) e
submetidos ao tratamento com 5 mg L™ das formulacées de Roundup Original® (n = 10),
WG® (n = 10) e Transorb® (n = 10).

A concentracdo de 5 mg L™* para Roundup Original® foi estabelecida por
representar aproximadamente 25% do valor de CLs; 96 h dessa formulacdo registrada
para o tambaqui, C. macropomum, também pertencente a familia Characidae, e ndo mais
gue 50% da CLs, das demais espécies dulciaquicolas ja estudadas (Tabela 2). A mesma
concentracdo foi mantida, para fins comparativos, nos estudos sobre os efeitos das duas
outras formulagdes comerciais escolhidas, Roundup WG® e Roundup Transorb®.

Apoés o periodo de aclimatagdo, os grupos experimentais foram mantidos por 96
horas em aquarios contendo as diferentes formulagbes comerciais de Roundup,
respeitando-se a relacdo de 1g de peixe por litro de agua para serem utilizados nos
experimentos descritos a seguir.

Os animais tiveram a alimentacdo suspensa por 24 horas antes do inicio dos
experimentos para evitar efeitos prandiais e prevenir deposicdo de fezes ao longo do
ensaio. As caixas experimentais usadas na exposi¢do tinham a capacidade de 250 L,
temperatura controlada (25 + 2 °C) e aeragdo constante e permaneceram nas caixas por
12 horas para adaptacdo e, apods este periodo, a agua foi renovada e o0 herbicida

adicionado.
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TABELA 2. Valores de CL50 de 96 h para a formulagdo comercial do Roundup Original® para
diferentes espécies de peixes dulcicolas.

Espécie (mcéISIE’.l) Autor

Bagre do canal, Ictalurus puncatatus 145 ABDELGHANI et al. (1997)
Bluegill sunfish, Lepomis macrochirus 120 EXTOXNET (1994)

Bluegill sunfish, Lepomis macrochirus 13 ABDELGHANI et al. (1997)

Carpa comum, Cyprinus carpio 620 NESKOVIC et al. (1996)

Chinook salmon, Oncorhynchus tshawytscha 20 MITCHELL et al.(1987)

Coho salmon, Oncorhynchus kisutch 22 MITCHELL et al.(1987)
Curimbatd, Prochilodus lineatus 13,7 LANGIANO (2006)

Jundia, Rhamdia hilarii 10,6 RIGOLIN-SA (1999)

Jundia, Rhamdia quelen 10 SILVA, et al. (2004)

Paulistinha, Danio rerio 71 ARAUJO et al. (2005)

Peixe dourado, Carassius auratus 25,6 ANTON et al.(1994)

Piaucu, Leporinus macrocephalus 15,2 ALBINATI et al. (2007)

Tambaqui, Colossoma macropomum 19,9 MIYAZAKI et al.(2004)

Tambacu, C. macropomum x P. mesopotamicus 249 MIYAZAKI et al. (2004)

Tilapia do nilo (adulta), Oreochromis niloticus 36,8 JIRAUNGKOORSKUL et al. (2002)
Tilapia do nilo (jovem), Oreochromis niloticus 16,8 JIRAUNGKOORSKUL et al.(2002)
Truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss 54,8 HILDEBRAND et al. (1982)

Truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss 26 MITCHELL et al. (1987)

A agua utilizada nas renovacdes das caixas experimentais era termostatizada e
proveniente da mesma fonte de agua dos tanques de aclimatacédo dos peixes. Solugdes
estoque de Roundup de cada uma das formulagBes comerciais, preparadas com esta
agua, foram utlizadas para a renovacdo diaria da agua das caixas experimentais
destinadas a exposic¢ao aos herbicidas.

As caixas experimentais eram escuras para evitar distirbios externos que
pudessem estressar 0s animais e cobertas com tampa escura para prevenir uma possivel
volatilizac&o do Roundup®.

Em 5 mg.L™" do Roundup Original® a concentracdo de glifosato foi de 1,8 mg.L™,
gue encontra-se dentro da faixa de concentracdes de glifosato encontradas em aguas
proximas a areas de agricultura no Brasil (de 0,36 a 2,16 mg.L™"), como descrito por

Rodrigues & Almeida (2005). Para as formulages de Roundup WG® e Transorb®, que
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apresentam maiores concentracdes de glifosato, cada 5 mg.L™ continham 3,6 mg.L" e 2,4
mg.L™ de glifosato, respectivamente.

Durante o periodo experimental, os parametros fisico-quimicos da agua foram
monitorados em ambos 0s grupos e mantiveram-se aproximadamente constantes: pH 7,0
a 7,5; oxigénio dissolvido 6,5 mg.L™ a 7,3 mg.L?, dureza 48 mg.L™* a 56 mg.L™* (como
CaCO;); alcalinidade 40 mg.L™ a 43 mg.L™ (como CaCOs); aménia 0,1 mg.L™; cloreto 42
mg.L™?; condutividade 110 uS.cm™.

3.2.3. Preparac0es experimentais

As preparacbes empregadas para a obtencdo dos parametros respiratérios e dos
eletrocardiogramas (ECG) para analise da frequéncia cardiaca (fy) foram baseadas na
metodologia utilizada por Glass et al. (1991) e adaptada por Rantin et al. (1993).

As cirurgias foram precedidas por processo de anestesia, no qual os peixes foram
submetidos a um banho em benzocaina 0,005% (0,5 g de benzocaina diluida em 10 litros
de agua) por aproximadamente 5 minutos (ou até a cessacdo da atividade espontanea).
Imediatamente apds a anestesia, procedeu-se a implantacdo dos cateteres de polietileno
para o monitoramento das tensfes de O, da agua inspirada e expirada e a sutura de
eletrodos de eletrocardiografia para o registro da atividade cardiaca, tendo tal processo
duracdo média de 10 minutos.

A canulacdo da cavidade bucal e da cavidade opercular permitiu obter amostras de
agua para determinacéo das tensdes parciais de O, da agua inspirada (PO) e expirada
(P.O,), bem como a determinacdo da frequéncia respiratéria (fr). A canulagdo foi obtida
pela insercdo de cateteres de polietilieno na porgdo mediana superior da cavidade bucal
(PE 100) e nas partes distais de ambos os cleitros operculares (PE 60) através de
pequenos orificios obtidos com o auxilio de uma broca. Os cateteres foram externados e

fixados com a ajuda de um flange e cola de secagem rapida. (Figura 6).
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FIGURA 6. Esquema do sistema utilizado na obtencao das respostas cardio-respiratorias. Em A:
a. cuveta termostatizada com eletrodos de O,; b. transdutor de pressao; c.
analisador de O,; d. amplificador de presséo; e. amplificador de ECG,; f. sistema de
aquisicdo de dados; microcomputador. Em B: a. ponta da agulha do eletrodo de
ECG; b. pedaco de cateter de polietleno com extremidade flangeada; c.
revestimento termoretratil; d. fixacdo de fio de cobre por meio de pressido mecénica;
e. fio de cobre encapado; f. cateter de polietieno com extremidade flangeada para
tomada de agua; g. peca de fixagdo. Adaptado de Maricondi-Massari (1993).

Foram inseridos dois eletrodos de aco inoxidavel: o positivo, posicionado
ventralmente entre as branquias e o coracdo e 0 negativo, em posi¢cdo ventro-caudal
proximo as nadadeiras pélvicas, ambos suturados com dois pontos cirdrgicos a
musculatura corpdrea para evitar seu deslocamento. Um terceiro eletrodo, de referéncia,
foi colocado na agua da camara experimental. Os eletrodos foram conectados ao
acoplador universal (Narco 7189) de um registrador Narco Narcotrace 40 (Narco Bio
Systems, Houston, TX, USA). Esta preparacdo permitiu que fossem obtidos registros

similares aqueles observados na derivacdo D, da eletrocardiografia padréo.
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Apos a preparacdo acima descrita os peixes foram introduzidos no respirdbmetro de
fluxo constante (Figura 7) e imediatamente transferidos para a camara experimental,
mantida a 25 °C, onde permaneceram por um periodo de 12 horas para a recuperacdo da

anestesia e restabelecimento das condi¢gdes metabdlicas de rotina (Figura 8).

FIGURA 7. Esquema do respirdmetro de fluxo constante utilizado nos experimentos in vivo. As
setas indicam a direcéo do fluxo de agua através do respirdmetro.

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se um animal de cada vez. A
determinacdo dos parametros respiratorios foi feita em normoxia (140 mmHg) e nas
seguintes tensbes de O; hipodxicas: 120, 100, 80, 60, 40 e 20 mmHg, obtidas borbulhando-
se, por meio de um dispersor (pedra de aeracdo), quantidades controladas de N, e ar
comprimido no interior da cAmara experimental. A temperatura experimental foi mantida
constante (25 = 1°C). Ap6s a estabilizacao, cada tenséo de O, foi mantida por um periodo
de 30 minutos antes de serem efetuadas as medidas e registros dos parametros acima
citados. Os procedimentos de tomada de dados foram efetuados, em média, no intervalo

de 5 minutos.
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FIGURA 8. Esquema do sistema experimental utilizado nos experimentos in vivo.

As tensfes de O, (mmHg) da agua de entrada (P;,O, - mmHg) e de saida (Po.O: -
mmHg) do respirébmetro, bem como as tensfes de O, da agua inspirada (PO, - mmHg) e
expirada (PO, - mmHg) pelos peixes foram continuamente monitoradas, conectando-se
0s cateteres de polietileno a um sistema consistindo de torneiras de 3 vias acopladas a
eletrodos (FAC-0010;, FAC, S&o Carlos, SP) de analisadores de O, (FAC-204A, FAC,
S&o Carlos, SP).

A tomada de O, total (VOZ) em cada uma das tensbes de O, experimentais foi

determinada por meio da equacéo proposta por Hughes et al. (1983):
VO, = [(PinO; - PoutOy). o, .VRl.Wt *, onde:
oo, €0 coeficiente de solubilidade do O, na agua (mlO,.I".mmHg™), Vk é o fluxo de 4gua

através do respirdmetro (L.h™") e Wt é o peso fresco do animal (Kg). Os valores de V02
assim obtidos foram expressos em mlO,.kg™*.h™.
Para a determinagdo da ventilacdo branquial (VG) foi empregado o método

descrito por Saunders (1962) e calculada de acordo com Kalinin et al. (1996), por meio da

expressao:
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Ve = [(PINO; - PoutO,)/(PiO; - PeO,).Vg].Wt *, onde

Vg € o fluxo de &gua através do respirdbmetro (mL.min™). Os valores finais de VG foram

expressos em miH,0.kg™*.min™.

A frequéncia respiratoria (fr) foi determinada por meio da contagem do namero de
ciclos respiratérios por minuto, obtidos a partir da canula implantada na boca do animal,
conectada a um transdutor de pressdo Narco P-1000B ligado a um acoplador Universal
(Narco 7189) de um fisiégrafo Narco Narcotrace 40 (Narco Bio Systems, Houston, TX,

USA).
O volume ventilatério, ou volume corrente (VT) em cada uma das tensdes de O,

experimentais foi calculado pelo quociente entre a ventilagdo branquial (VG) e a

respectiva frequéncia respiratéria e expresso em miH,0.kg ™.ciclo respiratério ™.

A necessidade ventilatdria (VG/VOZ), em cada uma das tensbes de O,
experimentais foi calculada pelo quociente entre a ventilagdo branquial (VG) eo

respectivo valor de tomada de O, (VOZ) e expressa em miH,0.mlO,™.

A extracdo de O, da corrente ventilatoria (EO,) pelas branquias foi calculada a
partir da equacdo EO, = 100 . (PiO, - Pe0,).PiO, * e expressa em porcentagem (%).
A frequéncia cardiaca (f) foi obtida através da contagem do niumero de complexos

QRS por minuto e expressa em bpm.

3.2.4. Andlises estatisticas

Os seguintes procedimentos estatisticos foram adotados para a andlise dos dados
obtidos no presente estudo:

(&) Analise de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey-Kramer de
comparacGes multiplas, para verificar a existéncia de possiveis variagbes significativas
entre os valores de um mesmo protocolo experimental. As diferengas foram consideradas
significativas quando valores de p foram menores que 0,05;

(b) Teste de Mann-Whitney, para verificar a ocorréncia de possiveis diferencas

estatisticas significativas entre pontos correspondentes de diferentes protocolos
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experimentais. As diferencas foram consideradas significativas quando valores de p foram

menores que 0,05 (GraphPad Instat, version 3.0).



4. RESULTADOS

Os valores médios do consumo de O, (\'/O2 - mLOz.kg'l.h'l) de matrinxa, B.
amazonicus, dos grupos controle (Ctrl) e expostos as diferentes formulacdes do Roundup
(Criginal, WG e Transorb) frente as diferentes tensdes de O, da agua de entrada no
respirometro (PinO,) sdo apresentados na tabela 3 e representados graficamente nas
Figuras de 9 a 12.

A V02 do grupo Ctrl manteve-se constante até a PinO, de 40 mmHg, com valor
médio de 100,8 + 2,3 mIOz.kg'l.h'l. Somente na menor tensédo de O, utilizada (20 mmHg)
foi observada uma reducéo significativa dos valores de VOZ, atingindo o valor minimo de
58,5 + 4,3 mlO,.kg™.h™* (Tabela 3).

A tensédo critica de O, (P.0O,) para este grupo experimental, calculada pela
intersecdo das retas de regresséo obtida pelo método descrito por RANTIN et al. (1992),
abaixo da qual a \'/O2 deixa de ser independente do O, disponivel e o animal nao
consegue mais regular eficientemente sua tomada de oxigénio do meio, foi de
aproximadamente 35 mmHg. (Figura 9)

N&o foram detectadas diferengas significativas entre os valores de V02 obtidos
entre 140 e 100 mmHg (valor médio de 224,3 + 3,3 mlO,.kg™.h™) no grupo Original (fig.
10). Entretanto, a P.O, calculada para esse grupo experimental foi de aproximadamente
107 mmHg, como mostra a Figura 10. Os peixes desse grupo ndo suportaram tensdes de
O, abaixo de 40 mmHg, sendo que 2 peixes morreram e 0s demais se debateram

constantemente no interior do respirébmetro, inviabilizando a coleta dos parametros

respiratérios. A VO, na PinO, de 40 mmHg foi de 78,5 + 13,6 mlO,.kg™.h™.
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TABELA 3. Valores médios da tomada de O, total (VOZ) de B. amazonicus dos grupos controle (n

= 10) e expostos as diferentes formula¢des do Roundup: Original (n = 10); WG (n = 10) e Transorb
(n = 10), submetidos a diferentes tensdes de O, na agua. Valores médios + 1 E.P.M. Os valores
em negrito indicam diferengas significativas em relacdo aos valores obtidos em normoxia. As letras
indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais numa mesma PinO,: a - diferenca
em relacdo ao controle; b - diferenca em relacdo ao Original; ¢ - diferenca em relagdo ao WG. p <
0,05.

PinO, VO, (MLO,.Kgt.h?)

(mmHg) Ctrl Original WG Transorb
140 109,1+6,9 233,7+3,2a 147,2 + 6,3ab 41,8 + 1,8abc
120 107,8+4,9 230,3 +3,3a 132,1 + 11,4ab 42,3 + 2,3abc
100 1004+7,1 209,0 + 3,0a 117,4+4,7b 39,3+ 2,1abc
80 96,2 +4,8 145,44+ 10,3a 94,3+£2,2b 34,8 + 4,0abc
60 964+3/4 102,2+ 12,2 70,4+ 9,5a 23,5+ 2,9abc
40 94,8 +5,3 78,5+ 13,6 48,5+ 9,2a 16,8 £ 1,5abc

20 58,56+ 4,3 - - -
140 -
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120 - ® o o8
° ® o 0 °
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FIGURA 9. Efeito da reducdo gradual das tensdes de oxigénio da agua de entrada do
respirdmetro (P;,;O, — mmHg) sobre o consumo de oxigénio (\‘/O2 —mlO,.kg™.h?) de
B. amazonicus do grupo controle (n = 10). Valores médios + 1 E.P.M. A seta

representa a P.O,. Simbolos brancos indicam diferencas significativas em relacdo
aos valores normoxicos (p < 0,05).
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FIGURA 10. Efeito da reducdo gradual das tensbes de oxigénio da agua de entrada do
respirdmetro (P;,O, — mmHg) sobre o consumo de oxigénio (VOZ— mlO,.kg™.h™) de

B. amazonicus expostos ao Roundup Original® (n = 10). Valores médios + 1 E.P.M. A
seta representa a P.O,. Simbolos brancos indicam diferencas significativas em
relagdo aos valores normoxicos (p < 0,05)

No grupo WG, a \'/O2 foi mantida aproximadamente constante no intervalo de

PinO, compreendido entre 140 e 120 mmHg (valor médio de 132,2 + 5,2 mlO,.kg*.h™") e a
P.O, calculada para este grupo experimental foi de aproximadamente 114 mmHg, como
mostra a Figura 11. Os peixes deste grupo ndo suportaram tensées de O, abaixo de 40
mmHg, sendo que 6 peixes morreram e 0s demais se debateram constantemente no

interior do respirbmetro, inviabilizando a coleta dos parametros cardio-respiratérios em

PinO; inferiores a esta. A VO, na PinO, de 40 mmHg foi de 48,5 + 9,2 mlO,.kg™*.h™.

A \'/O2 do grupo exposto ao Roundup Transorb ndo apresentou diferencas

significativas nas PinO, compreendidas entre 140 e 100 mmHg (valor médio de 39,5+ 1,7
mlO2.kg™.h™), reduzindo-se em tensdes de O, inferiores (Figura 12). A P.O, calculada

para este grupo experimental foi de aproximadamente 94 mmHg. Nenhum dos peixes
testados resistiu a PinO; inferiores a 40 mmHg. A \'/O2 na PinO, de 40 mmHg foi de 16,8

+1,5mlO,.kgt.h™
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FIGURA 11. Efeito da reducdo gradual das tensbes de oxigénio da agua de entrada do
respirdmetro (P;,;O, — mmHg) sobre o consumo de oxigénio (VOZ— mlO,.kg™.h™) do
grupo exposto ao Roundup WG (n = 10) de B. amazonicus. Valores médios + 1 E.P.M.
A seta representa a P.O,. Simbolos brancos indicam diferencas significativas em
relagdo aos valores normoxicos (p < 0,05)

60

50

40 -

30 A

20

VO2 (MLO2.Kg ™ h™)

10
94

|

0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

PinO, (mmHg)

FIGURA 12. Efeito da reducdo gradual das tensGes de oxigénio da agua de entrada do
respirdmetro (P;,O, — mmHg) sobre o consumo de oxigénio (VOZ— mlO,.kg™.h™) de
B. amazonicus do grupo exposto ao Roundup TRANSORB (n = 10). Valores médios +
1 E.P.M. A seta representa a P.O,. Simbolos brancos indicam diferencas significativas
em relacdo aos valores normoxicos (p < 0,05).
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A comparagdo entre 0s grupos experimentais mostrou que os valores de V02 do

grupo Original foram significativamente superiores aos do grupo Ctrl nas PinO;

compreendidas entre 140 e 80 mmHg.
Os valores de \'/O2 do grupo WG foram significativamente superiores aos do

grupo Ctrl nas PinO, compreendidas entre 140 e 120 mmHg e entre 60 e 40 mmHg e
significativamente superiores ao grupo Original nas tensfes compreendidas entre 140 e

80 mmHg.

Os valores de V02 do grupo Transorb foram significativamente inferiores aos
apresentados pelos demais grupos experimentais em todas as PinO, testadas. As
comparagOes dos valores de \'/O2 do grupo controle e dos grupos expostos as diferentes
formulacdes de Roundup sdo apresentadas na figura 13.

Os valores médios da ventilacdo branquial (VG) em norméxia e durante a
diminuicdo gradual da tensdo de O, da agua sdo apresentados na tabela 4 e
representados graficamente nas Figuras 14, 15 e 16.

A VG foi do grupo Ctrl foi mantida constante desde normoxia até a PinO, de 80
mmHg (~786,3 mIH,0.Kg™.min™") a partir da qual aumentos progressivos e significativos
foram registrados, atingindo valores maximos a 20 mmHg (2711,9 + 264,0 mIH,O.Kg’
L min™).

No grupo exposto ao Roudup Original, a VG manteve-se constante de normdxia
(2139,8 + 191,2 mIH,0.Kg™.min") até a tensdo de O, de 100 mmHg, aumentando
significativa e progressivamente nas tensfes mais hipoxicas, atingindo valores maximos a
40 mmHg (4674,5 + 470,9 mIH,0.Kg™*.min™). Os valores de VG do grupo Original foram

sempre significativamente superiores aos do grupo Ctrl em todas as tensdes de O;

testadas.
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FIGURA 13. Comparacdo do efeito da reducdo gradual das tensbes de oxigénio da agua de

entrada do respirébmetro (PO, — mmHg) sobre o consumo de oxigénio (VOZ—

mlO,.kg™.h™) de B. amazonicus do grupo controle e dos grupos exposto ao Roundup
Original (A), WG (B) e Transorb (C). Valores médios + 1 E.P.M. Simbolos brancos
indicam diferencas significativas em relacao aos valores norméxicos (p < 0,05)
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TABELA 4. Valores médios da ventilagdo branquial (VG) de B. amazonicus dos grupos controle (n

= 10) e expostos as diferentes formula¢des do Roundup: Original (n = 10); WG (n = 10) e Transorb
(n = 10), submetidos a diferentes tensdes de O, na agua. Valores médios + 1 E.P.M. Os valores
em negrito indicam diferengas significativas em relagcdo aos valores obtidos em normoxia. As letras
indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais numa mesma PinO,: a - diferenca
em relacdo ao controle; b - diferenca em relagdo ao Original; ¢ - diferenca em relagdo ao WG. p <
0,05.

PinO, Vs (MLH,0.Kgt.min®)

(mmHg) Ctrl Original WG Transorb
140 475.1+£54.5 1834.1+137.1a 658.4 + 27.6ab 802.4 + 51.0abc
120 533.3+68.3 2063.2 £ 156.3a  1476.9 £ 84.0ab 989.6 + 23.2abc
100 539.1 + 68.2 2531.4£450.1a  2069.4 + 87.5a 1257.8 £ 71.5ab
80 786.3+£172.8 3237.5+£387.1a 27084 +108.2a 1250.2 +181.7ab
60 1148.6 £ 260.3  4115.0+472.5a 1850.9+172.7ab  622.8 + 45.2abc
40 2113.6 £170.3  46745+470.9a 1576.5+132.7ab  422.2 + 50.4abc
20 2711.9 £ 264.0 - - -

A VG do grupo WG (Figura 15) aumentou progressiva e significativamente de 120
a 80 mmHg (de 1476,9 + 84,0 para 2708,4 + 108,2 mIH,0.Kg™.min™), reduzindo-se nas
tensdes de 60 e 40 mmHg, mas néo atingindo os valores norméxicos. Os valores de VG

do grupo WG foram significativamente superiores aos do grupo Ctrl entre 60 e 120 mmHg
e significativamente inferiores a estes na tensédo de 40 mmHg e significamente superiores

aos do grupo Original nas tensdes de 140, 120, 60 e 40 mmHg.
A VG do grupo Transorb (Figura 16) foi mantida constante desde normoéxia até a

PinO, de 120 mmHg (~989,6 mIH.0.Kg™.min") a partir da qual alteracdes progressivas e

significativas foram registradas, atingindo valores maximos a 100 mmHg (1257,8 + 71,5

miH,0.Kg™.min). A VG do grupo Transorb foi significativamente superior a dos grupos
Crtl e Original, a VG do grupo Transorb em todas as tensfes de O, testadas. Quando

comparada ao grupo WG, a VG do grupo Transorb mostrou-se significativamente superior

na tenséo de 140 mmHg e inferior nas tensdes de 120, 60 e 40 mmHg.
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FIGURA 14. Efeito da reducao gradual das tensGes de O, da agua de entrada do respirémetro
(PinO2 — mmHg) sobre o consumo de O, (VG— mIH,0.kg™.min™") de B. amazonicus

dos grupos controle e exposto ao Roundup Original (n = 10). Valores médios + 1
E.P.M. Simbolos brancos indicam diferenca significativa em relacdo aos valores

norméxicos (p < 0,05).
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FIGURA 15. Efeito da reducao gradual das tensGes de O, da agua de entrada do respirémetro
(PO, — mmHg) sobre o consumo de O, (VG— mIH,0.kg™.min) de B. amazonicus dos

grupos controle e exposto ao Roundup WG® (n = 10). Valores médios + 1 E.P.M.
Simbolos brancos indicam diferenca significativa em relagdo aos valores normoéxicos

(p <0,05).
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FIGURA 16. Efeito da reducao gradual das tensGes de O, da agua de entrada do respirémetro
(PinO2 — mmHg) sobre o consumo de O, (VG— mIH,0.kg™.min™") de B. amazonicus

dos grupos controle e exposto ao Roundup Transorb® (n = 10). Valores médios * 1
E.P.M. Simbolos brancos indicam diferenca significativa em relacdo aos valores
norméxicos (p < 0,05).

Os valores médios da frequéncia respiratéria (fr) em normoxia e durante a
diminuicdo gradual das tensbées de O, da agua sdo apresentados na Tabela 5 e
representados graficamente nas Figuras 17, 18 e 19.

A fr obtida em normoéxia foi de 79,4 + 3,6, 73,8 + 3,5, 81,0 + 8,4 e 88,0 + 7,5 ciclos
respiratorios.min™ para os grupos Crtl, Original, WG e Transorb, respectivamente. Esses
valores se mantiveram constantes para Crtl até 60 mmHg, entdo aumentaram
significativamente, atingindo valores maximos a 20 mmHg (139,7 = 2,9 ciclos
respiratorios.min’™).

No grupo Original a fr se mantive constante at¢é 100mmHg, atingindo valores
maximos a 40mmHg (125,0 + 5,4 ciclos respiratérios.min™). No grupo WG, a fg manteve-
se constante até 60mmHg e atingiu valores maximos (113,7 + 6,3 ciclos respiratérios.min’

1 na PinO, de 40 mmHg.
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Ja o grupo Transorb ndo apresentou alteragées significativas na fr em nenhuma
das PinO, testadas (~92,1 + 11,3 ciclos respiratérios.min™).
N&o foram detectadas diferencas significativas entre os valores de fg dos

diferentes grupos experimentais.

TABELA 5. Valores médios da frequéncia respiratdria (fR) de B. amazonicus dos grupos controle
(n = 10) e expostos as diferentes formulagées do Roundup: Original (n = 10); WG (n = 10) e
Transorb (n = 10), submetidos a diferentes tensées de O2 na agua. Valores médios + 1 E.P.M. Os
valores em negrito indicam diferencas significativas em relacéo aos valores obtidos em normoxia.

PinO, fr (ciclos respiratérios.min™)

(mmHg) Ctrl Original WG Transorb
140 79.4+3.6 738+3.5 81.0+8.4 88.0+7.5
120 84.9+4.1 76.8+2.1 89.0+6.5 935%4.0
100 88.9+4.38 915+4.7 98.0+8.3 96.0£55
80 92.6+5.3 101.0+ 3.4 101.0+7.8 102.3+6.7
60 96.6 £3.5 114.8+5.3 106.0+6.5 99.5£9.9
40 109.7+4.1 125.0+5.4 113.7+6.3 102.7+115
20 139.7+2.9 - - -
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FIGURA 17. Efeito da reducdo gradual das tensGes de oxigénio da agua de entrada do
respirometro (PO, — mmHg) sobre a frequéncia respiratéria (fr — ciclos
respiratérios.min™) de B. amazonicus dos grupos controle e exposto ao Roundup

Original®. Valores médios + 1 E.P.M. Simbolos brancos indicam diferencas
significativas em relacéo aos valores normoxicos (p < 0,05).
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FIGURA 18. Efeito da reducdo gradual das tensbes de oxigénio da agua de entrada do
respirometro (P;,O, — mmHg) sobre a frequéncia respiratoria (fr — ciclos
respiratérios.min™") de B. amazonicus dos grupos controle e exposto ao Roundup
WG®. Valores médios + 1 E.P.M. Simbolos brancos indicam diferencas significativas
em relacdo aos valores normoxicos (p < 0,05).
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FIGURA 19. Efeito da reducdo gradual das tensbes de oxigénio da agua de entrada do
respirdbmetro (P;,O, — mmHg) sobre a frequéncia respiratoria (fr — ciclos
respiratérios.min™") de B. amazonicus dos grupos controle e exposto ao Roundup

Transorb®. Valores médios + 1 E.P.M. Simbolos brancos indicam diferencas
significativas em relagéo aos valores normoxicos (p < 0,05).

Os valores médios do volume ventilatério (V1) em normoéxia e durante a diminuicéo
gradual das tensdes de O, da agua inspirada sdo apresentados na Tabela 6 e
representados graficamente nas Figuras 20, 21 e 22.

A reducéo da PinO, provocou um aumento significativo do V+ do grupo Ctrl a partir
de 40 mmHg (fig. 20). O valor de Vr observado em norméxia, de 7,0 + 1,8 mIH,0.kg™.ciclo
respiratério’, aumentou para 19,7 + 1,9 miH.O.kg™.ciclo respiratorio™ na PinO, de 20
mmHg, valor 2,8 vezes maior.

No grupo Original, o V; aumentou a partir de 80 mmHg, apresentando valores
maximos a 40 mmHg (37,5 + 3,0 mIH,0.kg™ ciclo respiratério™), valor 1,5 vezes superior
ao de normoxia (25,2 + 2,9 mliH,0.kg™.ciclo respiratério™).

Como observado para a VG , a reducéo da PinO; provocou aumentos progressivos
e significativos do Vt do grupo WG entre 120 e 80 mmHg e reducdo do mesmo nas
tensbes de 60 e 40 mmHg (Fig. 21). O valor de Vt observado em normoéxia foi de 8,5+ 0,8

mIHZO.kg'l.cicIo respiratério'l e na PinO, de 80 mmHg, aumentou 3,1 vezes, atingindo o

valor maximo de 26,4 + 2,6 mIH,0.kg™ ciclo respiratorio™.



Ja no grupo Transorb, a reducéo da PinO, provocou aumentos significativos do Vr
a partir de 100 mmHg (Figura 22). O valor de V; observado em norméxia, de 9,3 + 0,8

mlIH,0.kg™.ciclo respiratério™, aumentou para 13,2 + 1,1 mIH,0.kg™.ciclo respiratério™ na

Resultados

PinO, de 100 mmHg, valor 1,4 vezes maior que o obtido em normoxia. (Tabela 6)

TABELA 6. Valores médios do Volume ventilatério (V1) de B. amazonicus dos grupos controle (n =
10) e expostos as diferentes formulagdes do Roundup: Original (n = 10); WG (n = 10) e Transorb (n
= 10), submetidos a diferentes tensdes de O, na agua. Valores médios + 1 E.P.M. Os valores em
negrito indicam diferenca significativa em relagdo aos valores obtidos em norméxia. As letras
indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais numa mesma PinO,: a - diferenca
em relacdo ao controle; b - diferenca em relagdo ao Original; ¢ - diferenca em relagdo ao WG. p <

0,05.
PinO, V7 (mLH,0.Kg™.ciclo respiratério™)

(mmHg) Ctrl Original WG Transorb
140 7.0+18 25.2+2.9a 8.5+0.8b 9.3+0.8b
120 58+0.7 26.9+2.4a 16.7 + 1.8ab 10.7 + 0.6abc
100 6.2+0.6 28.3+3.4a 21.0+1.4a 13.2 +1.1abc
80 89+1.2 32,5+ 3.0a 26.4+ 2.6a 12.1 + 1.4bc
60 11.3+1.7 36.7+4.2a 17.3+ 1.6ab 6.4+ 0.7abc
40 174+1.4 375+ 3.0a 13.9+0.5b 4.5 + 0.1abc
20 19.7+1.9 - - -
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FIGURA 20. Efeito da reducédo gradual das tens6es de O, da agua de entrada do respirémetro
(PinO2 — mmHg) sobre o volume ventilatério (V— mIH,0.kg ™ .ciclo respiratério™) de B.
amazonicus dos grupos controle e exposto ao Roundup Original® (n = 10). Valores
médios + 1 E.P.M. Simbolos brancos indicam diferencas significativas em relacéo
aos valores normoxicos (p < 0,05).
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FIGURA 21. Efeito da reducédo gradual das tens6es de O, da agua de entrada do respirébmetro
(PinO> — mmHg) sobre o volume ventilatério (V-— mIH,O.kg™ ciclo respiratério™) de B.
amazonicus dos grupos Controle e exposto ao Roundup WG® (n = 10). Valores
médios + 1 E.P.M. Simbolos brancos indicam diferengas significativas em relacéo
aos valores normoxicos (p < 0,05).
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FIGURA 22. Efeito da reducdo gradual das tensbes de oxigénio da agua de entrada do
respirometro (PO, — mmHg) sobre o volume ventilatério (V— mlH,0.kg™.ciclo
respiratério’) de B. amazonicus dos grupos controle e exposto ao Roundup
Transorb® (n = 10). Valores médios + 1 E.P.M. Simbolos brancos indicam diferencas
significativas em relagéo aos valores normoxicos (p < 0,05).

Os valores médios da necessidade ventilatéria (V/VO,) em norméxia e durante

a diminuicdo gradual das tensdes de O, da agua inspirada sédo apresentados na Tabela 7

e representados graficamente nas Figuras 23, 24 e 25.
Houve um aumento significativo da \'/G/\'/O2 do grupo Citrl a partir da PinO, de 60

mmHg, partindo do valor de 260,1 + 25,0 mIH,O.mlO,*, em normdxia, até o valor maximo

de 2863,2 + 318,7 mIH,0.mlO, ™, observado na menor PinO, experimental (20 mmHg).
A \'/G/\'/O2 do grupo Original aumentou significativamente a partir de 80 mmHg,

com valores norméxicos de 466,8 + 37,7 miH,O.mlO,! e atingindo 3944,4 + 261,6

mlIH,0.mlO,™* a 40 mmHg.
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TABELA 7. Valores médios da necessidade ventilatéria (VG/VOZ) de B. amazonicus dos grupos

controle (n = 10) e expostos as diferentes formulagées do Roundup: Original (n = 10); WG (n = 10)
e Transorb (n = 10), submetidos a diferentes tensées de O, na agua. Valores médios + 1 E.P.M. Os
valores em negrito indicam diferencas significativas em relagdo aos valores obtidos em normoxia.
As letras indicam diferencga significativa entre os grupos experimentais numa mesma PinO;: a -
diferenca em relacdo ao controle; b - diferenca em relacéo ao Original; c - diferenca em relagédo ao
WG. p < 0,05.

PinO, Ve/VO, (MLH,0.mLO;™)
(mmHg) Ctrl Original WG Transorb
140 260.1 +25.0 466.8 + 37.7a 372.0+19.0 1156.4 + 89.6abc
120 305.7 +51.2 530.2 £ 39.8a 587.6 £ 58.5a 1421.0 + 103.7abc
100 323.2+36.3 727.8 £ 150.3a 639.1+ 52.6a 1951.0 + 199.7abc
80 479.2+£89.4 1261.3+182.2a 1025.0+104.0a 2137.5+ 140.5abc
60 707.4+ 155.8 2813.2 £ 239.5a 949.0+ 159.2b  1628.8 + 110.0abc
40 1355.1+115.5 39444+ 261.6a 901.6+ 118.3ab 1547.9+ 72.9bc
20 2863.2 £ 318.7 - - -
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FIGURA 23. Efeito da reducdo gradual das tensbes de oxigénio da agua de entrada do
respirdbmetro (PinO, — mmHg) sobre a necessidade ventilatoria (\‘/G/\‘/O2 -

miH,0.mLO,™") de B. amazonicus dos grupos controle e exposto ao Roundup

Original® (n = 10). Valores médios + 1 E.P.M. Simbolos brancos indicam diferencas
significativas em relacéo aos valores normoxicos (p < 0,05).
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No grupo WG, houve um aumento significativo da \'/G/\'/O2 a partir da PinO; de

120 mmHg, saltando do valor de 372,0 £ 19,0 mIH,0.mlO,?, observado em norméxia, até

o valor maximo de 1025,0 + 104,0 mIH,O.mlO,?, observado na PinO, de 80 mmHg.
No grupo Transorb, aumentos significativos da \'/G/\'/O2 ocorreram a partir da

PinO, de 100 mmHg, passando do valor de 1156,4 + 89,6 mIH,0.mlO, 2, observado em
normoxia, até o valor maximo de 2137,5 + 140,5 mIH,O.mlO,*, observado na PinO, de 80

mmHg.
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FIGURA 24. Efeito da reducdo gradual das tensbes de oxigénio da agua de entrada do
respirdbmetro (PO, — mmHg) sobre a necessidade ventilatoria (\‘/G/\‘/O2 -

mIH,0.mLO,™) de B. amazonicus dos grupos controle e exposto ao Roundup WG®
(n = 10). Valores médios + 1 E.P.M. Simbolos brancos indicam diferencas
significativas em relacéo aos valores normoxicos (p < 0,05).
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FIGURA 25. Efeito da reducdo gradual das tensbes de oxigénio da agua de entrada do
respirdbmetro (PO, — mmHg) sobre a necessidade ventilatoria (\‘/G/\‘/O2 -

miH,0.mLO,™") de B. amazonicus dos grupos controle e exposto ao Roundup
Transorb® (n = 10). Valores médios + 1 E.P.M. Simbolos brancos indicam diferencas
significativas em relacéo aos valores normoxicos (p < 0,05).

Os valores de VG /\'/O2 do grupo Original foram significativamente superiores aos

de Citrl no intervalo de PinO, compreendido entre 120 e 40 mmHg. A \'/G/\'/O2 do grupo

WG apresentou-se mais elevada que a do grupo Ctrl nas PinO, de 120 a 80 mmHg,
igualando-se a este grupo na PinO, de 60 mmHg, sendo inferior a este a 40 mmHg. Os
valores de \'/G/\'/O2 do grupo Transorb foram superiores aos de WG em todas as PinO,
experimentais e superiores aos de Ctrl entre 140 e 60 mmHg. Em relagdo ao grupo
Original, a VG /\'/O2 do grupo Transorb foi mais elevada de 140 a 80 mmHg e inferior nas
tensbes de O, mais hipodxicas.

Os valores médios da extracdo de O, (EO,) em normédxia e durante a diminui¢do
gradual das tensdes de O, da agua inspirada sdo apresentados na Tabela 8 e
representados graficamente nas Figuras 26, 27 e 28.

A EO; do grupo Ctrl manteve-se constante, em torno de 50 %, no intervalo de
PinO, compreendido entre 140 e 60 mmHg, reduzindo-se nas tensfes de O, inferiores,

atingindo seu valor minimo, de 42,6 = 3,9 %, a 20 mmHg. (Tabela 8)
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TABELA 8. Valores médios da extracdo de O, da corrente ventilatéria (EO,) de B. amazonicus dos
grupos controle (n = 10) e expostos as diferentes formulagées do Roundup: Original (n = 10); WG
(n = 10) e Transorb (n = 10), submetidos a diferentes tensdes de O, na agua. Valores médios + 1
E.P.M. Os valores em negrito indicam diferencas significativas em relacdo aos valores obtidos em
normédxia. As letras indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais numa mesma
PinO,: a - diferengca em relacdo ao controle; b - diferenca em relacao ao Original; ¢ - diferenca em
relacdo ao WG. p < 0,05.

PinO, EO: (%)

(mmHg) Ctrl Original WG Transorb
140 58.4+2.8 47.0+3.1 37.8 +1.5ab 12.1 + 0.6abc
120 63.8+3.1 445 + 3.5a 32.6 + 1.5ab 12.5 + 1.2abc
100 62.8+ 3.6 38.0 +4.6a 33.3+2.2a 12.0 + 1.2abc
80 57.3+3.1 33.1+4.5a 28.0+1.3a 16.2 + 2.0abc
60 57.1+3.7 33.0+3.9a 29.1+2.1a 14.9 £ 0.9abc
40 473+1.6 31.0+4.2a 32.6 +4.1a 15.0 £ 0.5abc
20 42.6+3.9 - - -
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FIGURA 26. Efeito da reducdo gradual das tensbes de oxigénio da agua de entrada do
respirdmetro (PO, — mmHg) sobre a extragdo de O, da corrente ventilatoria (EO, -
%) de B. amazonicus dos grupos controle e exposto ao Roundup Transorb® (n = 10).
Valores médios + 1 E.P.M. Simbolos brancos indicam diferencas significativas em
relacdo aos valores normoxicos (p < 0,05).
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No grupo Original, houve reducéo significativa da EO, em relacdo aos valores em
normoxia (47,0 = 3,1 %) a partir da PinO, de 80 mmHg, atingindo o valor minimo de 31,0 +
4,2 % na PinO, de 40 mmHg.

Os valores de EO; do grupo WG mantiveram-se constantes, em torno de 32 %, em
todas as PinO, analisadas. A mesma tendéncia foi observada para o grupo Transorb, que
apresentou valores de EO, em torno de 14%.

A EO, do grupo Original foi significativamente inferior a apresentada pelo grupo
Ctrl entre 120 e 40 mmHg enquanto que o grupo WG apresentou valores de EO;
inferiores aos do grupo Ctrl em todas as PinO, experimentais. A EO, de WG s6 foi inferior
a de Original em 140 e 120 mmHg.

Ja o grupo Transorb apresentou valores de EO, inferiores aos demais grupos em
todas as PinO, experimentais.

80 -
70 +

60 - h i

50 A
40 A %/

30 A

EO, (%)

20 1

10 —e— Ctrl —o-WG

0 20 40 60 80 100 120 140
PinO, (mmHg)

FIGURA 27. Efeito da reducédo gradual das tens6es de O, da agua de entrada do respirémetro
(PinO2, — mmHg) sobre a extracao de O, da corrente ventilatéria (EO; - %) de B.
amazonicus dos grupos controle e exposto ao Roundup WG® (n = 10). Valores
médios + E.P.M. Simbolos brancos indicam diferencas significativas em relagéo aos
valores norméxicos (p < 0,05).
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FIGURA 28. Efeito da reducédo gradual das tens6es de O, da agua de entrada do respirémetro
(PinO, — mmHg) sobre a extracao de O, da corrente ventilatéria (EO, - %) de B.
amazonicus dos grupos controle e exposto ao Roundup Transorb® (n = 10). Valores

médios + E.P.M. Simbolos brancos indicam diferencas significativas em relagéo aos
valores norméxicos (p < 0,05).

Os valores médios de frequéncia cardiaca (f) em normodxia e durante a diminuicéo
gradual das tensdes de O, da agua inspirada sdo apresentados na Tabela 9 e
representados graficamente na Figura 29.

A fy do grupo Ctrl manteve-se constante, em torno de 60 bpm, de 140 a 60
mmHg, reduzindo-se significativamente nas PinO, inferiores, atingindo o valor minimo de
31.3+ 1.6 bpm a 20 mmHg.

Os grupos Original e WG ndo apresentaram alteragfes significativas na fy, que
mantiveram valores em torno de 107 e 43 bpm, respectivamente, em todas as PinO;
experimentais.

O grupo Transorb manteve a fy constante, em torno de 48 bpm, entre 140 e 100
mmHg, tensdo a partir da qual a f, reduziu-se progressiva e significativamente, atingindo

valores minimos a 40 mmHg (25.3 + 2.6 bpm).



TABELA 9. Valores médios da frequéncia cardiaca (fy) de B. amazonicus dos grupos controle (n =
10) e expostos as diferentes formulagdes do Roundup: Original (n = 10); WG (n = 10) e Transorb (n
= 10), submetidos a diferentes tensdes de O, na agua. Valores médios + 1 E.P.M. Os valores em
negrito indicam diferencas significativas em relacdo aos valores obtidos em normdxia. As letras
indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais numa mesma PinO,: a - diferenca
em relacdo ao controle; b - diferenca em relagdo ao Original; ¢ - diferenca em relagdo ao WG. p <

Resultados

0,05.
PinO, fu (bpm)

(mmHg) Ctrl Original WG Transorb
140 63.1+1.9 101.5+11.1a 49.2 + 4.0ab 48.0 £ 4.2ab
120 61.8+2.2 100.5 £ 10.2a 49.2 + 4.4ab 48.0 £ 4.2ab
100 61.1+2.6 102.8 +9.2a 43.2 £ 2.2ab 48.0 £ 4.2ab
80 59.3+2.3 108,0 + 9.5a 39.6 £ 3.1ab 40.0 £ 3.9ab
60 53.6+2.7 1155+ 9.3a 38.4 + 3.1ab 31.8+4.9ab
40 39.8+2.1 114,0 + 9.5a 38.4+3.1b 25.3+ 2.6abc
20 31.3+1.6 - - -
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FIGURA 29. Efeito da reducdo gradual das tensGes de oxigénio da agua de entrada do

respirometro (PO, — mmHg) sobre a frequéncia cardiaca (fy - bpm) de B. amazonicus
dos grupos controle e expostos as diferentes formulagdes do Roundup: Original (n =
10); WG (n = 10) e Transorb (n = 10). Valores médios + E.P.M. Simbolos brancos

indicam diferencas significativas em relagcao aos valores norméxicos (p < 0,05).
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A fy do grupo Original foi superior a do controle em todas as PinO2 experimentais,
ja as fH medidas no grupo WG foram significativamente inferiores as do grupo controle
nas tensdes entre 140 e 60 mmHg e significativamente inferiores as do grupo Original em
todas as tensdes medidas. As fy do grupo Transorb no entanto, mostraram-se menores
gue as dos grupos Ctrl e Original em todas as tensfes medidas e menores que as do

Grupo WG apenas na tensédo de 40mmHg.



5. DISCUSSAO

O consumo de oxigénio (VOZ- mlO,.kg™.h™) de Brycon amazonicus mostrou-se
independente da concentracdo de O, no meio, caracteristica de uma espécie
oxirreguladora, capaz de manter a \'/O2 constante em torno de 100,8 mIOz.kg'l.h'l até a
tenséo de O, na agua de aproximadamente 35 mmHg. Nas P;,0, inferiores, essa espécie
nao foi capaz de manter a \'/O2 , tornando-se dependente da concentracao de O, na agua.

Isso mostra uma reducéo gradual na eficiéncia dos mecanismos envolvidos na captacao

de O, pelas branquias e na difusdo do gas para os tecidos.
A VO, em normdxia de B. amazonicus foi proxima & verificada para o dourado,
2

Salminus maxillosus, (100 mIOz.kg'l.h'l, SOUZA et al.,, 2001) e superior a do pacd,
Piaractus mesopotamicus (72 mIOz.kg'l.h'l; GUERRA, 1992), do tambaqui, Colosoma
macropomum (78 mlO2.kg*.h™'; CORREA, 1996), e do curimbata, Prochilodus scrofa (90
mIOz.kg'l.h'l; FERNANDES et al., 1995) espécies consideradas ativas. Entretanto, duas

espécies muito ativas de atuns (Katsuwonus pelamis e Thunnus albacares), apresentaram
altos valores de \'/O2 (BUSHNELL & BRILL, 1992). Considerando-se que B. amazonicus
€ uma espécie ativa, migratoria, encontrada em ambientes de aguas rapidas e bem
oxigenadas, a forma com que regula a V02 se assemelha ao que é observado em

espécies com caracteristicas semelhantes.

A P.O, calculada para B. amazonicus (35 mmHg) é semelhante a encontrada para
espécies ativas como o "black-bass", Micropterus salmoides (P.O, = 40 mmHg) (CECH et
al., 1979). Ao ser comparado a serrasalmideos tropicais como o tambaqui (PO, = 24
mmHg), o pacu (P.O, = 30 mmHg) e com o curimbata (P.O, = 21,9 mmHg), observa-se
gue os valores de P.O, desses animais séo inferiores aos encontrados para matrinxa no
presente estudo (GUERRA, 1992; FERNANDES et al.,, 1995; CORREA, 1996,
respectivamente). Espécies que vivem em ambientes pobres em oxigénio, como a traira e
a carpa (Cyprinus carpio), apresentaram uma P.O, em torno de 19 mmHg (KALININ,
1991; OTT et al.,, 1980), valor nitidamente mais baixo do que o observado para B.
amazonicus. Segundo Fernandes & Rantin (1989), as espécies tropicais estdo mais
sujeitas a hipdxia ambiental e os baixos valores de P.O, podem representar uma

vantagem adaptativa, permitindo uma maior capacidade de regular a tomada de O, do
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meio. Dessa maneira, o alto valor da P.O, observado em B. amazonicus parece refletir o
hébito e o habitat dessa espécie, sugerindo uma incapacidade em manter a V02 em

ambientes com baixas tensdes de O,.
A exposicdo as diversas formulacbes do Roundup aumentou significativamente a
P:.O,;, de cerca de 35 para aproximadamente 107 mmHg no Grupo Original,

aproximadamente 114 mmHg no Grupo WG e aproximadamente 94 mm Hg no Grupo
Transorb, reduzindo a capacidade de manter a tomada de O, constante e a \'/O2 da

espécie que passou a ser dependente da concentracdo de O, do meio em tensbes de O,
mais elevadas, reduzindo sua capacidade de sobrevivéncia em ambientes hipéxicos.

Jiraungkoorskul et al. (2003) expuseram exemplares de tilapia do nilo
(Oreochromis niloticus) a concentragfes subletais (5 e 15 ppm) de Roundup e verificaram
uma série de efeitos adversos, tanto histoldgicos quanto bioquimicos, em diversos 6rgaos.
Nas branquias, tais modificagbes incluiram proliferacdo das células dos filamentos
branquiais, fuséo lamelar, descolamento do epitélio e aneurismas. Segundo estes autores,
estas lesdes estruturais podem estar relacionadas ao significativo aumento nas atividades
das enzimas aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e fosfatases alcalinas,
gue ocorreram ao longo do periodo de exposicao.

Neskovic et al. (1996) relataram que concentragdes subletais de glifosato
causaram danos as branquias de carpa. De acordo com esses autores, essas alteracfes
causam desequilibrio osmético e ibnico, aumento da distancia de difusdo agua-sangue e
reducdo da capacidade de difusdo do O,, além de reducédo da perfusdo dos filamentos
branquiais e das lamelas secundarias, reduzindo drasticamente a eficiéncia das trocas
gasosas.

Olurin et al. (2006) mostraram que, em concentracfes de 0,05% v/v e 0,1% v/v de
glifosato, as branquias de Clarias gariepinus exibiram alteracbes do epitélio branquial,
com fusdo na lamela secundaria, hiperplasia, descolamento do epitélio, reducdo do
tamanho, edema e posterior necrose, sendo que a hiperplasia pode inibir as funcbes
respiratorias, de secrecéo e de excrecao das branquias.

Se tais alteracdes também tiverem ocorrido em B.amazonicus, explicariam os
menores valores de V02 em hipoxia severa e os maiores valores de P.O, para os

animais expostos as diferentes formulagbes de Roundup.
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A VG de B. amazonicus em normoxia, determinada no presente estudo, foi

semelhante a encontrada para outras espécies estudadas nas mesmas condi¢cdes, como
pacu (546 mIH,0.kg'.min?; GUERRA, 1992), curimbatd (451 mlIH,0.kg*.min;
FERNANDES et al., 1995), tambaqui (313 mIH,0.kg™*.min""; CORREA, 1996) e menor do
que a encontrada para o cascudo Hypostomus regani (913 mIH,O.kg™*.min™'; MATTIAS,
1994) e para o dourado (914 mIH,0.kg™.min™*; SOUZA et al., 2001), espécies que habitam
aguas rapidas e bem oxigenadas.

De acordo com Dejours (1981), a manutencédo da tomada de O, constante, quando
a concentracdo de O, do meio declina, s6 € possivel se ocorrer um aumento na ventilagéo

branquial e/fou na extracdo de O, da corrente ventilatéria (EO,). Como a capacidade de

aumento na EO, é muito limitada em peixes, o0 aumento na VG € necessario para a
manutengdo da VO, (KALININ, 1996).

Durante a hipdxia gradual, a VG de B. amazonicus aumentou 5,7 vezes de
normoxia a 20 mmHg (menor PO, estudada). Bushnell & Brill (1992) observaram

aumentos significativos da VG de K. pelamis e T. albacares quando compararam seus

valores em normoxia e apds a exposi¢cao a hipdxia moderada. Aumentos na VG durante
hipoxia gradual também foram verificados para outras espécies de peixes tropicais ativos.
O Tambaqui foi capaz de aumentar a VG em 10,9 vezes (CORREA, 1996), Curimbata, 12
vezes (FERNANDES et al., 1995) e Hoplias lacerdae, 8,5 vezes (KALININ et al., 1996). A
comparagdo desses resultados com os obtidos neste estudo sugere que B. amazonicus
tem uma reduzida capacidade de elevacdo da VG , ao contrario das espécies
consideradas resistentes a hipdxia e que apresentam maior capacidade de aumento da
VG. Porém, em seu ambiente natural, B. amazonicus pode lancar mao da chamada ram
ventilation, que consiste na passagem forcada de agua pelas branquias, posicionando-se
contra a corrente, ou nadando com a boca parcialmente aberta, o que melhoraria a
eficiéncia da ventilagdo a um menor custo energético (RANDALL, 1982).

A exposicdo ao Roundup fez com que a magnitude do aumento da VG em

resposta a hipéxia fosse menor (2,5 vezes no Grupo Original, 2,4 vezes no Grupo WG e

0,5 vezes no Grupo Transorb) que aquela apresentada pelo grupo Ctrl, reforcando a
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hipotese de prejuizo a funcao respiratéria causado pelos herbicidas. Adicionalmente, a

formulacdo Transorb parace ter um efeito mais pronunciado, uma vez que foi a que

causou a maior perda de capacidade de aumento da VG em hipoxia.

Durante a exposicéo gradual a hipoxia, o aumento de 5,7 vezes da VG observado

em B. amazonicus é devido, primariamente, ao aumento de 2,8 vezes no V;, enquanto

gue a fr aumenta 1,7 vezes. Esta resposta aparece diminuida nos animais expostos ao
Roundup Original, onde o aumento da VG de 2,8 vezes tem os aumentos da Vr, de 1,5

vezes e o da fr de 1,7 vezes como pequenas contribuicbes. No Grupo WG os aumentos
de 1,4 vezes da fz e de 1,6 no V, mostram uma baixa contribuicdo do volume de agua
bombeado a cada ciclo respiratério no aumento da Vg, enquanto que no Grupo Transorb
houve aumento 1,2 vezes na fr € a diminuicdo a metade no V1, principal responsavel pela
gueda no valor da V.

Entre as diversas espécies de teledsteos estudadas, observam-se diferentes

estratégias para acionar a hiperventilacdo em resposta a hipdxia. Em carpa e em Lepomis

macrochirus, o aumento da VG € devido a maior elevacéo da fgr do que no V: (Marvin &

Heat, 1968; Lomholt & Johansen, 1979). Em O. niloticus, o aumento da VG ocorre com a

elevacao simultanea da fr e do V1 (Fernandes & Rantin, 1989).

Apesar da diversidade de estratégias entre as espécies, a resposta mais
comumente observada em teledsteos € a hiperventilacdo através de um maior aumento
do Vr do que da fr, sendo essa a estratégia usada pelo B. amazonicus do grupo Ctrl no
presente estudo. Ja nos grupos expostos ao Roundup Original e ao Roundup WG, a
responsabilidade do aumento da Vg ficou igualmente dividida entre a fr e 0 V. Tal padrdo

de resposta parece estar relacionado a vantagem representada pelo menor custo
energético da elevacéo da VG através de um maior aumento do Vr do que na fz. Segundo

Rantin et al. (1992), a utllizacdo dessa estratégia baseia-se no baixo custo para a
manutencédo da velocidade e constancia da contracdo muscular, enquanto que uma alta
frequéncia de contracéo € limitada pelo trabalho muscular contra uma alta viscosidade da
agua ventilada.

Medidas da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), presente em sinapses

colinérgicas e nas placas motoras, tém sido utilizadas por diversos autores como um
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biomarcador de efeitos de inseticidas como o carbamato e os organofosforados em
vertebrados, incluindo peixes (CHUIKO, 2000; DE LA TORRE et al., 2002; FERNANDEZ-
VEGA et al.,, 2002; DUTTA & ARENDS, 2003). Varios trabalhos indicaram que a
exposicao ao Roundup reduz significativamente a atividade da AChE em varios tecidos,
incluindo o musculo branco e o cérebro (SANCHO et al., 2000; GLUSCZAK et al., 2006,
2007), causando acumulo de acetilcolina e, consequentemente, estimulacdo de seus
receptores, inibindo a atividade desses tecidos (FERNANDEZ-VEGA et al., 2002). Se
esse for o caso em B. amazonicus, a reducéo da atividade da AChE poderia explicar, ao
menos em parte, a incapacidade dos grupos expostos em aumentar a fg durante a hipdxia
gradual.

A eficiéncia das branquias como 6rgéo trocador de O, pode ser avaliada por meio

da necessidade ventilatéria (V/VO,), também chamada de requerimento branquial de

conveccdo de 4gua (DEJOURS, 1981). Aumentos na \'/G/\'/O2 em funcéo da reducéo na

disponibilidade de O, do meio sao indicativos da reducao na eficiéncia de extracdo de O,
da corrente ventilatéria, ou seja, uma maior quantidade de agua deve passar pela

superficie funcional respiratéria para que a mesma quantidade de O, seja obtida.
A \'/G/\'/O2 de todos os grupos experimentais aumentou significativamente em

resposta a hipdxia, mas com valores sempre superiores nos grupos expostos ao
Roundup, mostrando diminuicdo significativa da eficiéncia das branquias na troca de O,
apos a exposicao aos herbicidas, provavelmente devido aos efeitos descritos acima, de
forma que os peixes expostos a essas formulacdes necessitaram ventilar uma quantidade
muito maior de agua para obter uma mesma quantidade de O, que os peixes do grupo
Ctrl. Desta forma, pode-se inferir que a contaminagcdo com Roundup implica em um maior
gasto energético para a troca gasosa.

A extracdo de O, da agua (EO,) observada para B. amazonicus no presente
estudo é relativamente baixa quando comparada a outras espécies de peixes, como a
tilapia-do-nilo, o tambaqui, o pacu, o curimbatd, a traira e carpas, com EO, em normoxia
>70 % (SAUNDERS, 1962; GUERRA, 1992; FERNANDES et al., 1995; CORREA, 1996;
KALININ, 1996; MATTIAS et al.,, 1996), mas compativel com os valores apresentados
pelos atuns K. pelamis e T. albacares, para os quais foi observada uma EO, de

aproximadamente 55% em normdxia. Cabe ressaltar que a EO, dos grupos expostos
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foram significativamente inferiores ao grupo Ctrl em todas as PO, experimentais,
reforcando, mais uma vez, a reducéo da capacidade respiratdria da espécie causada pela
exposicado ao Roundup.

Os animais expostos ao Roundup WG tiveram menor capacidade de extrair O, da
agua que o grupo Original em normo6xia e 120mmHg. Ja o grupo Transorb apresentou sua
EO, significativamente reduzida em todas as tensdes testadas em relacdo aos demais
grupos experimentais.

A tomada de oxigénio pelas branquias é principalmente determinada pela area de
superficie funcional respiratéria, a qual pode ser aumentada pela epinefrina, através de
vasodilatagdo, ou diminuida pela acetilcolina, através de vasoconstricdo. Assim, a inibi¢cdo
da AChE nas branquias poderia resultar em continua estimulacdo das juncbes neuro-
musculares, levando a constricdo na base das artérias eferentes dos filamentos
branquiais, reduzindo o fluxo de sangue através das lamelas secundarias. Como o
Roundup é capaz de inibir a atividade da AChE cerebral em peixes (GLUSCZAC et al.,
2006, 2007), tal inibicdo também poderia estar ocorrendo nas branquias, causando a
reducdo na eficiéncia da tomada de oxigénio observada no presente estudo, relacionada a
uma possivel reducdo na area da superficie funcional respiratéria.

A fy média de B. amazonicus em normoxia manteve-se em cerca de 63 bpm e esta
proxima a verificada para espécies de peixes tropicais como o pacu (50 bpm; RANTIN et
al., 1998b) e o tambaqui (48 bpm; RANTIN & KALININ, 1996) e abaixo da fy média de
espécies ativas como o dourado (97 bpm; SOUZA et al., 2001), e os atuns K. pelamis e T.
albacares (BUSHNELL & BRILL, 1992; KORSMEYER et al., 1993). Em todas essas
espécies, a resposta a reducdo da tensdo de O, foi uma bradicardia, que se tornou
acentuada quando os peixes foram expostos a niveis de oxigenacdo na agua iguais ou
inferiores a tensao critica (P.O,).

Marvin & Heat (1968), estudando respostas cardiacas de espécies de habitos
lentos (Ictalurus nebulosus), moderados (Lepomis macrochirus) e ativos (Onchorynchus
mykiss), expostas a hipdéxia gradual, observaram que todas respondem de forma
uniforme, com uma pronunciada bradicardia.

B. amazonicus do grupo Ctrl foi capaz de manter a fy constante até a Pi,O, de 60

mmHg, tensdo a partir da qual ocorreu bradicardia, até que, na menor tensdo de O,
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utilizada (20 mmHg), a f, foi de apenas 31 bpm, valor este aproximadamente 50 % menor
gue o observado em normoxia.

Farrell (1984) sugeriu que o reflexo bradicardico produzido pela hipéxia pode ser
valioso para assegurar o desempenho do coragéo durante a hipéxia do miocardio. Assim
a reducao da fy do matrinxd provavelmente preserva 0 gasto energético do coracdo
guando a disponibilidade de O, se torna reduzida. Além disso, a bradicardia aumenta o
tempo de residéncia do sangue dentro do ventriculo, o que poderia permitir um aumento
da EO, pelo préprio miocardio esponjoso. Entretanto, Glass et al. (1991) questionam até
que ponto a bradicardia hipoxica € apenas um reflexo compensatério e ndo uma
consequéncia do sofrimento miocardico imposto pelas baixas tensdes de O,, uma vez que
abaixo da PcO,, é normalmente acompanhada de alteracdes eletrocardiograficas
indicativas de isquemia miocardica.

A fy tem sido usada como indicador dos efeitos téxicos de contaminantes
ambientais em peixes (TEUSCHLER et al., 2005). De acordo com Heath (1995), reducdes
na f; com concomitantes aumentos na ventilacdo branquial sdo as respostas comuns
guando os peixes sdo expostos a uma variedade de substancias xenobiéticas. Reductes
na fy foram descritas como resultado da exposicdo a tolueno (STOSS & HAINES, 1979),
metilmercuario (DIAL, 1978), aos pesticidas carbaril, malation e paration (SOLOMON &
WEIS, 1979) e ao tricloroetileno (VILLALOBOS et al.,, 2000) e em “medaka”, Oryzias
latipes, bem como ap6s exposicao do “killifish”, Fundulus heteroclitus, a inseticidas (WEIS
& WEIS, 1974).

No presente trabalho, os valores de fy dos grupos expostos ao Roundup WG e
Roundup Transorb foram significativamente inferiores aos do grupo controle, seguindo a
tendéncia descrita acima, enquanto que o grupo exposto ao Roundup Original teve sua fy
significativamente mais elevada que a do grupo Ctrl. Essas diferencas acentuadas no
modo de acdo dos herbicidas sobre a fungédo cardiaca indicam efeitos diferenciais dos
ingredientes ditos “inertes” presentes nas diferentes formulacdes.

De forma semelhante ao observado no presente trabalho, Costa et al. (2008)
expuseram girinos de ré-touro, Lithobates catesbeiana, a 1,0 ppm de Roundup Original
por 48 h, e observaram uma significativa taquicardia quando comparados ao grupo
controle. J& Xiao et al. (2007) mostraram que o herbicida glifosato-isopropilaménio (GIA),

cujos “ingredientes inertes diferem da formulacédo Original, reduz a fy do sapo Bufo
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gargarizans, da mesma forma que o Roundup WG e Roundup Transorb no presente
estudo.

Em estudo sobre os efeitos do glifosato e do fungicida organofosforado Edifenphos
sobre o sistema imune e a sintese protéica de tilapia-do-Nilo, EI-Gendy et al (1998)
descreveram que ambos causaram inibicdo da AChE e consequente aumento da
acetilcolina em varios tecidos. A exposicdo ao Roundup reduziu significativamente a
atividade da AChE em varios tecidos de peixes, incluindo o musculo branco e o cérebro
(SANCHO et al., 2000; GLUSCZAK et al., 2006, 2007), causando acumulo de acetilcolina
e, consequentemente, estimulagdo de seus receptores, inibindo a atividade desses
tecidos (FERNANDEZ-VEGA et al., 2002). Se este for o caso em B. amazonicus, a
reducdo da atividade da AChE poderia explicar, a0 menos em parte, 0s menores valores
de fy encontrados para os grupos WG e Transorb, uma vez que a ACh ativa os receptores
muscarinicos colinérgicos no nédo sinoatrial (SA) reduzindo a despolarizacdo espontanea
das células do marcapasso e diminuindo a frequéncia cardiaca.

O relatdrio da Organizagcao Mundial de Saude (World Health Organization -WHO)
de 1994 (Glyphosate: Environmental Health Criteria #159) cita o trabalho de Tai (1990),
gue submeteu caes a injecdes intravenosas de glifosato, do surfactante POEA ou de
Roundup Original (que combina as 2 substancias anteriores) de forma que suas
concentracdes plasmaticas ficaram préximas as encontradas em humanos que ingeriram
glifosato acidentalmente ou apds suicidio. Diversos efeitos circulatorios resultaram de tal
procedimento: o glifosato aumentou a capacidade de contracdo do musculo cardiaco; o
POEA reduziu o volume sistélico e a pressédo arterial e o Roundup Original causou
depressao cardiaca.

Com base nos resultados acima descritos, a taquicardia observada no grupo
Original pode ter sido resultante de um efeito direto do glifosato no misculo cardiaco, mas
um possivel efeito da liberacdo de catecolaminas em resposta ao estresse induzido pela
presenca do herbicida ndo pode ser descartado. Ja as reducbes da frequéncia cardiaca
observadas para os grupos WG e Transorb podem ter resultado do efeito dos
“ingredientes inertes” presentes em suas formulac¢des e ndo apenas do glifosato em si.

Em células humanas embrionarias e placentarias, Richard et al. (2005) e
Benachour et al. (2007a) demonstraram que o glifosato misturado com surfactantes

(Roundup Bioforce — 360 g.L™ de glifosato) foi citotoxico por causar alteracdes na enzima
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succinato desidrogenase (SD). Peixoto (2005) demonstrou que o Roundup deprime os
complexos mitocondriais 1l (SD) e Il

Em ovos de ouri¢co-do-mar, o Roundup deteriorou o ciclo celular e o glifosato com
seus surfactantes inibiu enzimas de transcricdo de forma sinérgica (MARC et al., 2002,
2005). Recentemente, Mulner-Lorillon (2007) e Le Bouffant et al. (2007) demonstraram
gue este modelo ativa o checkpoint CDK1/ciclina B (quinase ciclina-dependente) de danos
no DNA no primeiro ciclo de desenvolvimento celular, com compromisso de morte celular
por apoptose em caso de falhas no reparo do DNA.

Varios experimentos foram conduzidos para esclarecer os mecanismos de morte
celular. Ao nivel de membranas, Squirrell et al. (1997) mediram a atividade da enzima
adenilato quinase (AK) apdés sua introducdo no meio e verificaram ruptura da membrana
plasmatica, correspondente a necrose e/ou necrose secundaria no final da apoptose
(TAATJES et al., 2008).

Ao nivel de respiracdo mitocondrial, Scatena et al. (2004) mediram a atividade da
SD, enquanto Los et al. (1999), Omezzine et al. (2003) e Liu et al. (2005) testaram os
niveis de atividade das caspases 3 e 7 para determinar as vias da apoptose e a
fragmentacdo do DNA in situ (DAPI). A necrose foi evidenciada pelo citoplasma turgido,
ruptura da membrana plasmatica, organelas citoplasmaticas targidas (particularmente as
mitocondrias) e alguma condensacdo da cromatina nuclear, enquanto a apoptose
manifestou-se pela condensacgéo citoplasmatica e nuclear (picnose), fragmentacdo
nuclear (cariorexis), aparéncia morfolégica normal das organelas citoplasmaticas e
membrana plasmatica intacta; apos a fragmentacdo nuclear, a célula se desagrega em
varios corpos apoptoéticos (GALLUZZI et al., 2007; TAATJES et al. 2008).

Por contraste, sabe-se agora que a morte celular é perpetrada por uma variedade
de mecanismos que podem ser classificados em quatro tipos diferentes, baseados em
caracteristicas morfologicas: Tipo 1: apoptose; tipo Il: autofagia; Tipo lll: necrose (ou
oncose) e Tipo IV: catastrofe mitdtica (GALLUZZI et al., 2007).

Baseados nas caracterizacbes acima descritas, Benachour & Séralini (2009)
avaliaram o efeito do glifosato, de seu principal metabdlito, o acido aminometilfosfénico
(AMPA), do principal surfactante das formulagdes de Roundup, a taloamina polietoxilada
(POEA) e de quatro formulagcdes de Roundup: Roundup Express (R7.2), Roundup
Bioforce ou Extra 360 (R360), Roundup Grand Travaux (R400) e Roundup Grand Travaux
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Plus (R450) em concentracdes bem abaixo das usadas na agricultura, sobre trés
linhagens de células humanas: células primarias de corddes umbilicais de neonatos
(HUVEC), linhagens de embrides e placentarias. Esses trés tipos de células humanas
permitiram o estabelecimento ndo apenas da sensibilidade diferencial desses modelos,
mas também das vias principais de acdo de pesticidas contendo glifosato, na
concentracdo de 1 mg.L™. Tais efeitos foram produzidos pelo préprio glifosato, pelo seu
principal metabdlito (AMPA) e pelo POEA, isolados ou combinados.

Entretanto, o trabalho de Benachour & Séralini (2009) mostrou, pela primeira vez,
gue todos os produtos incluindo AMPA e POEA causam efeitos nas enzimas SD e AK em
células humanas, levando a morte celular.

Surpreendentemente, esses autores verificaram que o0 supostamente “inerte”
POEA é o mais potente. Na concentracdo de 1,0 mg.L™, o POEA comeca a alterar a
atividade da SD em células HUVEC e a da AK das células de embrides.

A mistura Roundup é mais venenosa que o glifosato ou o AMPA. Sozinho, o AMPA
destréi as membranas celulares (com liberacdo de AK), independentemente do tipo de
célula. Este evento ndo ocorre com o glifosato que €, entretanto, trés a oito vezes mais
inibidor da SD que o AMPA. Contudo, devido aos danos na membrana celular serem
geralmente mais sensiveis, 0 AMPA ¢é considerado mais toxico para células humanas que
o glifosato. O POEA é o mais toxico: se ele fosse o Unico surfactante do Roundup 360,
sua concentracdo maxima teria que estar em torno de 1 a 24 %o, de acordo com o tipo de
células. Dessa forma, o POEA foi considerado o ingrediente ativo na morte das células
humanas e mais danoso que o glifosato. Como o Roundup é mais viscoso que 1%. POEA
+ glifosato, parece obvio que outros componentes estejam presentes na mistura.

Benachour & Séralini (2009) elucidaram que a morte celular induzida por Roundup
e pelo glifosato é devida, pelo menos em parte, a apoptose via inducdo das caspases 3/7.
As caspases sao um grupo de proteases baseadas em cisteina, enzimas com um residuo
de cisteina capazes de clivar outras proteinas depois de um residuo de acido aspartico,
uma especificidade incomum entre proteases. O nome caspase € derivado dessa fungdo
molecular caracteristica: “cysteine-aspartic-acid-proteases”. Existem dois tipos de
caspases: iniciadoras e efetoras. Caspases iniciadoras (por exemplo caspase-8, caspase-
9) clivam pro-formas inativas de caspases efetoras, ativando-as. Caspases efetoras (por

exemplo caspase-3, caspase-7), por sua vez, clivam outros substratos protéicos da célula
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resultando no processo apoptotico. A iniciacdo da reacdo em cascata € regulada por
inibidores de caspases.

No estudo de Benachour & Séralini (2009), as caspases foram ativadas apos 6
horas atingindo o maximo em 12 horas em todos os protocolos experimentais. Os
surfactantes ndo parecem ser necessarios para que o glifosato seja indutor de morte
celular, sendo que o glifosato sozinho é 30% mais potente nessa via que o Roundup.
Surpreendentemente, o glifosato atuou muito rdpido na apoptose das células e em
concentracdes 500 a 1000 vezes menores que as utilizadas na agricultura. Apés 24 horas
do tratamento, as caspases voltaram aos niveis basais, quando SD e AK reagiram
significantemente. Esses resultados foram consistentes com a gradual perda de atividade
das caspases 3 e 7 nas células apoptéticas que desenvolveram necrose secundaria in
vitro (RISS & MORAVEC, 2004).

Os resultados com as caspases foram confirmados pela morfologia das células
tratadas com Roundup. Concentracdes tdo baixas quanto 0.005% causaram morte
celular, falta de adesdo, encolhimento e fragmentacdo dos corpos apoptoéticos. A
fluorescéncia caracteristica das células apoptoéticas, que evidencia a condensacgédo do
DNA, foi mais visivel na presenca de Roundup que do glifosato.

Para entender os efeitos in vivo através da interpretacdo dos impactos celulares
acima descritos, € necessario ter conhecimento da diluicdo e dos processos de eliminacao
do produto no organismo. Para tanto, € necessario levar-se em consideracdo o potencial
de bioacumulacdo e os efeitos retardados dessa substancia xenobidtica. Por isso,
Benachour & Séralini (2009) mediram a atividade das caspases em diferentes tempos e
as concentragdes de glifosato ou Roundup depois de terem previamente demonstrado
seus efeitos sobre a succinato desidrogenase (SD) em células embrionarias e
placentarias (BENACHOUR et al., 2007a). Adicionalmente, o metabolismo do herbicida
deve ser considerado.

O nivel mais reativo pareceu ser a membrana das células para as diferentes
formulacBes comerciais testadas, mas ndo para o glifosato sozinho. Desta forma, fica
claro que os supostos “ingredientes inertes” desempenham papéis 6bvios e diferentes
como disruptores de membranas de células humanas, independentemente do glifosato,
como previamente proposto para peixes, anfibios e microorganismos (MARC et al., 2002;

COX & SURGAN, 2006) ou em plantas (HAEFS et al., 2002).
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O segundo nivel € a membrana mitocondrial e a reagcdo enzimatica da SD nela
contida, que tem lugar na membrana interna, no complexo Il da cadeia respiratédria
(THOMAS et al., 1993). Ela é alterada de forma comparavel néo proporcional ao glifosato,
mas em relagdo a natureza e quantidade dos surfactantes previamente listados
(BENACHOUR et al., 2007a).

Por tudo o que foi acima descrito, fica claro que os efeitos do glifosato variam com
a formulacdo, que deve ser testada in vivo para estudar qualquer toxicidade (COX &
SURGAN, 2006). A necessidade de estudos combinados fica muito clara apods os
resultados deste estudo. Os organismos estdo sempre expostos a misturas e ndo a
compostos simples, e as misturas podem amplificar a toxicidade da substancia
xenobiética (BENACHOUR et al., 2007b).

Em células embriondrias ou neonatas, o0 POEA, quando sozinho, tem a maior
toxicidade, que pode ser amplificada de duas a cinco vezes em combinagdo com o
glifosato ou 0 AMPA. Em ambientes aquaticos, o POEA tem efeitos mais potentes que o
glifosato ou o Roundup sobre bactérias, microalgas, protozoarios e crustaceos (TSUI &
CHU, 2003).

Adicionalmente, supde-se que o conhecido metabolismo do glifosato no solo e em
plantas detoxifique o glifosato em AMPA (WILLIAMS et al., 2000). Contudo, Benachour &
Séralini (2009) mostraram que o AMPA tem efeito mais téxico que o glifosato nas células
humanas, especialmente nas suas membranas. O AMPA é também mais estavel no solo
(GARD et al., 1997), nas plantas, alimentos e residuos alimentares (SCALLA, 1997) e
mais presente na agua residual (2 a 35 ppm) que o glifosato (0,1 a 3 ppm); (GHANEM et
al., 2007), ele nao foi téxico puro em solugcbes aquosas nas concentracdes utilizadas por
Benachour & Séralini (2009), mas amplificou a toxicidade do glifosato e do POEA. Desta
forma, a toxicidade sinérgica destes compostos ficou bastante clara.

Notavel foi o achado de que a inducdo das caspases pelo glifosato sozinho foi
observada em doses que ndo causam danos celulares ou mitocondriais, indicando uma
clara via glifosato-apoptética em doses abaixo das utilizadas na agricultura. Esse
resultado sugere que os surfactantes também desempenham papel na morte celular, por
meio da necrose caracterizada pelas alteracdes nas organelas, como intumescimento e
ruptura de membranas celulares descritas anteriormente. As células mais sensiveis foram

as HUVEC umbilicais, nas quais a apoptose ocorreu tanto com o glifosato quanto com o
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Roundup, em concentracfes baixas e similares, como se receptores da morte tivessem
sido ativados sem a necessaria penetracao do glifosato.

Baseados em todos esses resultados, Benachour & Séralini (2009) concluiram que
as misturas chamadas “formula¢cfes” modificam a permeabilidade celular e as vias de
toxicidade dos xenobibéticos. Em todos os casos estudados, a morte celular foi mais
induzida por Roundup que pelo AMPA ou pelo glifosato, sendo que o Ultimo causou
apoptose sem danos as membranas. Em contraste, o glifosato misturado aos surfactantes
nas formulacbes de Roundup lesa membranas celulares e mitocondriais e promove
necrose. Torna-se 6bvio que o nivel limiar para a acdo do herbicida deve levar em conta o
periodo de exposicao, a presenca de surfactantes, em particular o POEA, o metabolismo,
a bioacumulacdo e os efeitos retardados. Todos os efeitos acima citados foram
demonstrados abaixo das diluicbes recomendadas para o herbicida na agricultura (104
ppm), confirmando que os surfactantes do Roundup n&o séo inertes.

Em sua revisdo Takle & Andersen (2007), mostraram que a maquinaria das
caspases e da apoptose € bem conservada em peixes e mamiferos. Os resultados
apontam a existéncia de vias apoptéticas em peixes equivalentes as encontradas em
mamiferos. O modelo de estudo mais conhecido é o peixe paulistinha, Danio rerio.

O seu genoma contém multiplos componentes apoptéticos e seus papéis nas vias
intrinsecas e extrinsecas foram descritos por Eimon et al. (2006) e Kratz et al. (2006).
Inicializadores miltiplos e caspases efetoras foram identificadas, incluindo pelo menos 6
caspases com dominios homélogos as caspases 8 e 10 de mamiferos, ourico-do-mar e
urocordados (WEIL et al., 2005; ROBERTSON et al., 2006). D. rerio também apresenta
caspases 10a e 10c, encontradas ndo apenas em mamiferos mas também no linguado
japonés, Paralichthys olivaceus. A caspase 8 também foi identificada no bagre do canal,
Ictalurus punctatus (LONG et al., 2004).

Caspases efetoras foram identificadas em varias espécies de peixes e genes
codificadores de caspases 3, 6 e 7 foram descritas para o salmdo do Atlantico, Salmo
salar (TAKLE et al., 2006).

Apesar do reduzido nimero de espécies estudadas, tais resultados sugerem que
0s mecanismos de ativacdo de caspases e apoptose descritos por Benachour & Séralini
(2009) para células humanas sujeitas a exposicéo as formulacdes comercias de glifosato

possam estar presentes em peixes. Se isso for verdadeiro, as lesdes celulares
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observadas por esses autores podem estar ocorrendo em matrinxa, B. amazonicus, apds

exposicao as diferentes formulacées de Roundup, contribuindo para o entendimento dos

prejuizos a funcéo cardio-respiratéria causados por esse herbicida.



6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram as seguintes conclusdes:

a. As diferentes formulagbes de Roundup aumentam a dependéncia do animal ao O,
disponivel no meio, uma vez que a tomada de O, total (VO,) foi significativamente

alterada e a tensao critica de O, (P.O,) também foi significativemente aumentada apos

exposicao aos herbicidas;

b. A magnitude dos aumentos na ventilacdo branquial (V,) em resposta a hipoxia foi

significativamente reduzida pela exposicdo as trés formulacées de Roundup, indicando
prejuizo a funcéo respiratéria;

c. O prejuizo a funcéo respiratoria foi comprovado pelos maiores valores de volume
ventilatério (V) e necessidade ventilatria (V,/VO,) em hipdxia severa apresentados

pelos peixes expostos as diferentes formulacdes do Roundup;

d. A capacidade de retirar O, da agua foi prejudicada nos animais apds contato com o0s
herbicidas, uma vez que extracdo de O, da corrente ventilatéria (EO,) foi
significativamente reduzida pela exposicéao as diferentes formulagcdes do Roundup, sendo

gue o Roundup Transorb causou os efeitos mais pronnciados; as maiores alteracoes;

e. Em conjunto, os resultados do presente estudo mostraram que a exposicdo as
diferentes formulacées de Roundup, mesmo em baixas concentracdes (5 mg.L™?) é capaz
de reduzir significativamente a eficiéncia do sistema respiratério de B. amazonicus,
reduzindo a tolerancia a hipdxia e, portanto, as chances de sobrevivéncia da espécies em
tais ambientes. Tais resultados apontam, mais uma vez, para a necessidade de revisdo

dos critérios de classificacdo da toxicidade do Roundup para peixes.
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