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RESUMO

Herbicidas a base de Glifosato sdo dos mais utilizados mundialmente, aumentando também
estudos sobre toxicidade no decorrer das décadas. Diversos efeitos toxicos a animais foram
associados a crescente utilizacdo do Glifosato, trazendo preocupacéo sobre a polui¢édo do solo
e aos corpos d’agua. Para animais aquaticos, foram verificados efeitos tdxicos que incluem a
imunossupressdo em teledsteos ocasionada pelo herbicida, mas ha uma escassez de estudos
cientificos sobre a atuacdo do Glifosato a animais desafiados com patogenos, haja vista que
com a contaminacdo por herbicidas a base de glifosato pode ser somada a contaminagéo por
bactérias gram-negativas, que possuem lipopolissacarideo (LPS) na parede celular que lhe
confere a viruléncia e toxicidade. Com isso, 0 presente trabalho buscou avaliar os efeitos toxicos
hematoldgicos relacionados a co-exposicao de Glifosato e LPS, consistindo em um bioensaio
com 96 juvenis de Tambaqui (Colossoma macropomum) separados em quatro grupos
experimentais em triplicata: Grupo CTRL (controle), grupo Glifosato, grupo LPS e grupo
Glifosato+LPS. O ensaio foi do tipo semi-estatico com coletas realizadas ap6s 24h e 96h de
exposi¢do, na qual foi coletado o sangue. Foram realizadas as andlises de Explos&o respiratoria,
Eritograma e a Contagem de células brancas indireta total e diferencial. De acordo com 0s
resultados obtidos, foi possivel identificar no grupo exposto ao herbicida, decréscimo na
hemoglobina e em leucdcitos granulares especiais PAS positivo (LG-PAS). Para LPS, foi
observado reducdo as 24h e aumento as 96h em leucdcitos totais. Seguido do aumento de
monacitos as 24h e de trombdcitos &s 96h, além da reducéo da Exploséo respiratoria, LG-PAS
em 24h e 96h, aumento do hematdcrito e eritrécitos as 96h. No grupo exposto ao herbicida e
LPS foi verificado a reducdo de Mondcitos e LG-PAS em 24h e 96h, aléem de aumento no
volume corpuscular médio (VCM) as 96h, com isso é possivel inferir que, o herbicida a base
de glifosato é pouco toxico, mas quando somado a um desafio imunoldgico, provoca alteraces
na resposta imunoldgica da espécie Colossoma macropomum.

Palavras-chave: Peixe. Imunidade inata. Resposta inflamatdria. Toxicologia. Agrotoxico.



ABSTRACT

Glyphosate-based herbicides are one of the most used worldwide, also increasing studies on
toxicity over the decades. Several toxic effects to animals have been associated with the
increasing use of glyphosate, bringing concern about soil pollution and water bodies. For
aquatic animals, toxic effects were verified, including immunosuppression in teleosts caused
by the herbicide, but there is a lack of scientific studies on the performance of glyphosate in
animals challenged with pathogens, given that with contamination by glyphosate-based
herbicides it can be added to contamination by gram-negative bacteria, which have
lipopolysaccharide (LPS) in the cell wall, which gives them virulence and toxicity. Thus, the
present work evaluated the hematological toxic effects related to co-exposure of Glyphosate
and LPS, consisted of a bioassay with 96 juveniles of Tambaqui (Colossoma macropomum)
separated into four experimental groups in triplicate: CTRL group (control), Glyphosate group,
LPS group and Glyphosate+LPS group. static with collections performed after 24h and 96h of
exposure, in which blood was collected Respiratory Burst, Erythogram and Total and
Differential Indirect White Cell Count were performed. According to the results obtained, it
was possible to identify the exposed group to the herbicide, a decrease in hemoglobin and in
PAS positive special granular leukocytes (LG-PAS). For LPS, a reduction at 24h and an
increase at 96h in total leukocytes was observed. reduction in respiratory burst, LG-PAS at 24h
and 96h, increase in hematocrit and erythrocytes at 96h. In the group exposed to the herbicide
and LPS, a reduction in Monocytes and LG-PAS at 24h and 96h, in addition to an increase in
the mean corpuscular volume (MCV) at 96h, with this it is possible to infer that the glyphosate-
based herbicide is not very toxic, but when added to an immunological challenge, it causes
changes in the immune response of the species Colossoma macropomum.

Key-words: Fish. Innate immunity. Inflammatory response. Toxicology. Pesticide.
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1 INTRODUCAO

Ao longo do processo evolutivo, a humanidade desenvolveu diversas técnicas de
manufatura para adquirir recursos a longo prazo, estabelecendo o estilo de vida atual como
conhecemos. Dentre essas técnicas, é importante destacar a agricultura, que ndo so fornece
alimentos e bebidas, mas também matéria prima para construcdes, vestuario e medicamentos.
A necessidade dos seus produtos cresce a cada dia: estimativas sugerem que em 2050, 0 mundo
ird precisar de 25 a 70% a mais de comida do que a producéo atual (HUNTER et al., 2017).
Porém, esse crescente desenvolvimento também traz muitos desafios, uma vez que € necessario
ndo s aumentar a produtividade, mas também garantir que o nivel de producdo perdure por
longos anos.

As estratégias do agronegocio tém se baseado em agrotdxicos para o controle de
pestes, que por consequéncia fez necessario o desenvolvimento da transgenia de plantas. Neste
cenario, o Brasil atualmente possui cerca de 97,5% de sua area cultivada de soja composta por
plantas transgénicas, levando em paralelo ao aumento do uso de pesticidas (TAUHATA et al.,
2020). Este sistema contém muitas falhas, tendo em vista que é preciso modificar de forma
continua o cddigo genético para desenvolver plantas cada vez mais resistentes, bem como as
formulacBes de defensores agricolas mais potentes. Além disso ha a falta de controle de
residuos de agrotoxicos e mitigacdo da area impactada, pois atualmente o uso de agrotoxicos
representa uma das atividades antropicas de grande potencial de contaminacéo de solo e corpos
d’agua (FILIZOLA et al., 2002; MARCHESAN et al., 2007; VIEIRA et al., 2009).

O glifosato (N-(fosfonometil)glicina) se destaca dos demais compostos por ser nao-
seletivo e sistémico, sendo assim eficaz contra diversas espécies de ervas daninhas. Ele atua na
inibicdo da producdo de aminoacidos aromaticos, que sdo produzidos pela rota metabolica do
acido-chiquimico, uma via exclusiva de plantas e outros microrganismos, reduzindo a
intoxicacdo ocasional de animais ndo-alvo (ANNETT; HABIBI; HONTELA, 2014). Por essas
qualidades, esse herbicida se tornou rapidamente popular desde sua entrada no mercado, na
década de 70, sendo até hoje um dos mais utilizados mundialmente (BENBROOK, 2016;
ANTIER et al., 2020).

Entre os principais argumentos utilizados a favor do uso do glifosato, esta o baixo risco
toxico e a baixa persisténcia no ambiente. Porém, estudos demonstram que este herbicida pode
ser toxico para animais, causando danos epigenéticos (KUBSAD et al., 2019) e mutagénicos
(FERRANTE; FEARNSIDE, 2020); no homem, suspeita-se que o glifosato pode ser



carcinogénico (GILLEZEAU et al., 2019). Mesmo que o glifosato tenha persisténcia limitada
no ambiente, seu derivado, o &cido aminometilfosfonico (AMPA), apresenta alta persisténcia,
fator este que, somado a crescente demanda de uso do herbicida ao redor do globo, demonstra
que deve-se dar maior atencdo ao seu potencial de ecotoxicidade (MAGGI et al., 2020).

O uso do defensivo em larga escala na agricultura desperta preocupagdo quanto a
poluicdo do solo e, principalmente, a0 meio aquatico, pois causa intoxicacdo de animais
aquaticos, bem como a anfibios e outros animais dependentes de alimentos desse meio
ambiente, além da contaminacdo de agua potavel (ANNETT; HABIBI; HONTELA, 2014;
HEBERT; FUGERE; GONZALEZ, 2019). Produtos & base de glifosato também estéo presentes
no ambiente domeéstico para manutencdo de hortas e jardins, o que desperta a preocupagdo
guanto ao manejo correto do produto, como a utilizacdo dos equipamentos de protecdo
individual necessarios, pois esses cuidados sdo comumente deixados de lado pelos usuarios,
aumentando o risco da contaminacéo direta pelo produto agricola (ARAUJO; OLIVEIRA,
2016).

O glifosato € um irritante dérmico e ocular, pode causar danos hepaticos e renais
guando ingerido. No homem, a ingestdo em doses elevadas resulta em uma sindrome téxica que
pode envolver: epigastralgia, ulceracdo ou lesdo de mucosa gastrica, hipertermia, andria,
oliguria, hipotenséo, conjuntivite, edema orbital, choque cardiogénico, arritmias cardiacas,
edema pulmonar ndo-carcinogénico, pneumonite, necrose tubular aguda, elevacédo de enzimas
hepaticas, aumento da quantidade de leucdcitos, acidose metabdlica e hipercalemia.
(AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

A contaminagdo de um organismo, seja por exposi¢do aguda ou cronica, exige um
processo energético do corpo para a excre¢do da substancia toxica. Essa condicdo pode limitar
0 metabolismo e, consequentemente, reduzir os mecanismos de defesa contra outros
estressores. Assim, deve-se salientar que qualquer ser vivo em seu habitat natural pode estar
sujeito a exposicdo simultanea a diferentes tipos de estressores (multiplos estressores),
incluindo contaminantes quimicos e biologicos (TELES et al., 2011).

Os estudos com multiplos estressores demonstram gque organismos contaminados tém
respostas inflamatdrias alteradas, e efeitos oxidativos e imunotdxicos atenuados quando
desafiados a uma infeccdo bacteriana (TELES et al., 2011; JOLLY et al., 2014; HAN et al.,
2015).

Nos seres vivos, as infeccOes bacterianas sdo muito comuns, pois em qualquer
ambiente estes microrganismos estdo presentes, principalmente no ambiente aquético
(BIANCHI et al., 2019; SAINGAM; LI; YAN, 2020). Nesse ambiente tém se observado uma
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maior porcentagem da presenca de bactérias Gram-negativas em relacdo as Gram-positivas
(ANDUEZA et al., 2020). As bactérias Gram-negativas sdo caracterizadas pela sua maior
complexidade, apresentando uma parede celular que Ihe confere uma protecdo extra. Essa
membrana possui um componente principal que contribui com a resisténcia e integridade
estrutural da bactéria, consequentemente, conferindo uma maior patogenicidade e viruléncia,
chamado de lipopolissacarideo (LPS), que é uma molécula de grandes dimensdes constituida
de um lipidio e um polissacarideo ligados por uma ligacdo covalente. Este padrdao molecular
associado ao patogeno (PAMP) é reconhecido pelo sistema imune inato, que realiza respostas
inflamatorias contra a bactéria, através de vias de sinalizacdo intracelular por meio de ligagdo
a receptores proprios (CRUZ-MACHADO, 2012).

Em mamiferos, apds a ligacdo em receptor proprio, a resposta inflamatoria inata €
iniciada através de sinais em cascata, como os mediados pelos sinais inflamatdrios causados
por Interleucina 1 Beta (IL-1p) e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a). Em teledsteos,
especula-se que a resposta imune anti-LPS ocorra por meio de receptores toll-like (TLR25,
TLR5), que medeia sinais inflamatorios que regulam, subsequentemente, o0 sistema
complemento modulado pela expressdo das proteinas PTX3 e C1g. Enquanto isso, também
ocorre a regulacgdo de vias de sinalizacdo entre o TLR e o Interferon-gama (IFN-y) por meio de
citocinas: 1L-1B, IL-10 e IL-12 (PEREIRO; FIGUERAS; NOVOA, 2019; LI et al., 2020;
GALLANI et al., 2021).

Essa cascata de sinalizacdes é responsavel pela resposta inflamatoéria, que inclui
aumento da temperatura, producdo e migracdo de leucdcitos. Estas células sdo responsaveis por
neutralizar, capturar e apresentar o antigeno a outras células a fim de especializar-se contra o
patdégeno, bem como também regulam a resposta inflamatéria por meio de sinalizagdes.
Alteracbes nos niveis de leucdcitos, ou na sua efetividade podem prejudicar a defesa do
organismo contra uma infeccéo.

A resposta imune pode ser suprimida ou amplificada quando um organismo esta
contaminado por um defensivo agricola (MA et al., 2019). Além disso, estudos identificaram
que os pesticidas organofosforados apresentam um potencial agravante frente a infeccoes
bacterianas (TURRA PIMPAO et al., 2005). O glifosato também apresenta risco para a
hemostase, onde é associado a ocorréncia de hipoxia por hemdélise de eritrocitos (RODRIGUES
et al., 2009)

Sabe-se que os agrotdxicos, incluindo o glifosato, estdo presentes em diversos
ecossistemas aquaticos, e representam um risco crescente de toxicidade nesses ecossistemas

(MAJEWSKI et al., 2014). Os efeitos toxicos associados ao glifosato na fauna aquética séo
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bem demonstrados em diversos trabalhos (MODESTO; MARTINEZ, 2010; MORENGO;
SOFIA; MARTINEZ, 2014; DE MOURA et al., 2017; MA et al., 2019); também é comum o
uso de peixes teledsteos como modelo experimental, visto que esses sdo considerados como
modelo experimental primario para ensaios bioldgicos de exposic¢do a estressores ambientais,
0s quais também podem afetar os seres humanos e causar agravos a salde (REBL;
GOLDAMMER, 2018).

Nativo do rio Amazonas, Orinoco e seus afluentes, Colossoma macropomum (Cuvier,
1816) conhecido popularmente como Tambaqui, € pertencente a classe Actinopterygii, da
ordem Characiformes e familia Serrasalmidae, este peixe possui grande de importancia
bioldgica e econdmica, pois devido a sua sobrepesca em algumas regides da Amazonia, ocorreu
uma reducdo da populacdo, favorecendo o seu cultivo para atender a alta demanda e,
consequentemente, essa espécie vem sendo muito estudada a respeito de melhorias na producéo
em cativeiro e da sua preservacao na natureza. Se destaca por ser um peixe de grande porte, em
cativeiro, apresenta um crescimento rapido e 6tima produtividade, se adaptando facilmente a
sistemas de cultivo tradicionais (MORAIS; O’SULLIVAN, 2017).

Estudos toxicologicos de glifosato com Tambaquis demonstraram que o glifosato €
potencialmente toxico a esta espécie, bem como é esperado para outras espécies de peixes
tropicais (BRAZ-MOTA et al., 2015a; SILVA et al., 2019). Assim como ha uma crescente de
estudos desta espécie relacionados a infecgOes e tratamentos voltados ao cultivo da espécie
(TAVARES-DIAS; SANDRIM; CAMPOS-FILHO, 2010; DE ANDRADE et al., 2018;
GALLANI et al., 2021).

Devido aos fatos supracitados, o tambaqui, se destaca como modelo para o bioensaio
toxicoldgico de exposicdo aguda ao glifosato e LPS de forma a evidenciar os efeitos toxicos

relacionados a estes estressores, em condic¢des fisico-quimicas tipicas da regido Norte do Brasil.
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2 PROBLEMA DE PESQUISA

Com a crescente do agronegdcio no pais, ha também o aumento da transgenia e
agrotoxicos, consequentemente, os impactos socioambientais s30 mais frequentes (ARAUJO;
OLIVEIRA, 2016). O Glifosato é muito estudado, muitos trabalhos demonstraram que se trata
de um agrotdxico de baixa toxicidade ao meio ambiente e animais, embora também se encontre
artigos que destacam o potencial toxico do glifosato como prejudicial para o ambiente e a saude
humana (GILLEZEAU et al., 2019; KUBSAD et al., 2019; FERRANTE; FEARNSIDE, 2020).
Em meio as contradigdes da ciéncia sobre o herbicida, torna-se dificil e preocupante o
posicionamento dos Orgdos responsaveis pela permissao e controle de agrotéxicos como 0
glifosato (TAUHATA et al., 2020).

No Brasil, houve a reclassificacdo dos agrotoxicos em 1 de agosto de 2019, no qual
cerca de 93 produtos formulados a base de glifosato tiveram a classificacdo toxicoldgica
reduzida, incluindo 24 produtos antes classificados como “Extremamente toxico” agora
reclassificados como “Improvavel de causar dano agudo”. Essa reclassificagdo segue em
posicao contraria perante 0s crescentes estudos toxicoldgicos e as a¢des judiciais que a Empresa
Bayer responde por danos a saude, incluindo desenvolvimento de céancer, causados por

glifosato.



13

3 HIPOTESE

A exposicdo simultdnea ao glifosato e LPS provocard respostas fisiologicas de
toxicidade contrarias quando comparado a exposicao isolada para os biomarcadores
testados, haja vista que o glifosato deprime a resposta inflamatoria, enquanto o LPS

estimula a inflamacéo.
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4 JUSTIFICATIVA

Dentre os ecossistemas afetados pelas acGes antropicas, o aquatico € um dos mais
prejudicados, pois pela agua o contaminante pode atingir o ambiente em larga escala, sendo
carreado a outros locais e causando danos graves ao ecossistema. Herbicidas a base glifosato
podem contaminar o ambiente aquéatico ndo sé acidentalmente, como também pelo uso de forma
inadequada diretamente na agua para o controle de plantas aquaticas (ANNETT; HABIBI;
HONTELA, 2014). Os peixes sdo os mais afetados nesse ambiente, como apontam estudos
sobre os efeitos toxicos ocasionados pelo glifosato e surfactantes (MODESTO; MARTINEZ,
2010; DE MOURA et al., 2017; MA et al., 2019; SILVA et al., 2019). Assim, cresce a
preocupacado sobre os potenciais efeitos toxicos em peixes, 0s quais ndo estdo sujeitos a apenas
essa contaminacao, mas também ao processo energético para desintoxicacao do organismo, que
pode propiciar o surgimento de doencas causadas por estressores biolégicos, como virus,
protozodarios, parasitas e bactérias (PROSSER; UNGER; VOGELBEIN, 2011). Todavia,
embora se conheca alguns estudos demonstrando o efeito toxico do glifosato ou de seu
subproduto AMPA diretamente aos organismos aquaticos, pouco se sabe sobre a relacdo do
glifosato somada a outros tipos de estressores ambientais, especialmente o LPS, pois até o
presente momento ha apenas um trabalho realizado em camundongos, que concluiu que a
exposi¢do ao glifosato modifica a resposta imunolégica induzida por LPS nestes mamiferos,
destacando a necessidade de mais estudos toxicolégicos para compreender essa interacdo de

estressores, bem como em diferentes modelos biolégicos.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar os efeitos da exposi¢éo aguda ao herbicida a base de glifosato somado ao desafio

imunoldgico resultante da inoculagdo de LPS em Colossoma macropomum.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Verificar as alteragdes nos pardmetros hematoldgicos relacionados a exposicdo ao
Glifosato e a inoculagéo de LPS em Colossoma macropmum;

e Estudar a interacdo dos efeitos toxicos entre os estressores da exposicdo aguda em

Colossoma macropomum.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 PEIXES E ACLIMATACAO

Noventa e seis juvenis de C. macropomum (comprimento padrdo de 10,28 + 0,33 cm
e peso 36,47 £ 2,98 g) foram obtidos em uma piscicultura de Ferreira Gomes (AP) e mantidos
em tanque de 500L na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA-Amapa) com
agua em aerac¢do constante, em temperatura ambiente, com fotoperiodo de 12h de claro e escuro
e alimentagdo diaria com racdo com 36% de proteina bruta. Os animais foram pesados e
selecionados a partir da padronizacao do peso e aspecto saudavel, sendo separados em 8 animais
em cada tanque, para 12 tanques de polietileno com capacidade de 80L para aclimatagédo

durante 10 dias, em seguida, o experimento.

6.2 MANIPULACAO DE QUIMICOS

Os animais foram anestesiados com 10 mg.L* de benzocaina e administrada a dose de
6 mg/kg de LPS de Escherichia coli (Sigma-Aldrich, 0127:B8) com o veiculo solucdo tampéo
salina (PBS) (CHAZOTTE, 2012) por meio de injecdo intraperitoneal nos espécimes ao inicio
do experimento.

Foi utilizado o herbicida com 48% m/v de glifosato, Trop (ADAMA), diluido na &gua
dos peixes em concentragdo de 10mg/L, o que corresponde a 50% da CL50 de Tambaquis a
Glifosato (MIYAZAKI; NETO; CASTAGNOLLI, 2004) ao inicio do experimento e a cada

renovacdo de agua.

6.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento teve duracdo de 96h em ensaio do tipo semi-estatico, sendo que cada
tanque teve 80% a 90% do volume de agua renovado a cada 24 h, tendo como embasamento a
norma técnica ABNT-15088:2016, a alimentacdo dos animais foi suspensa durante o
experimento.

Os exemplares foram divididos em quatro grupos em triplicata: 1 - Grupo Controle
(CTRL), sem exposicdo ao Glifosato e com injecdo intraperitoneal com solugcdo Tampéo
Fosfato Salino (PBS); 2 - Grupo Glifosato (G), exposto ao herbicida a base de glifosato e com

injecdo intraperitoneal com solucéo salina; 3 - Grupo LPS (LPS), sem exposicéo ao herbicida
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e com injecdo intraperitoneal contendo solucéo de LPS em PBS (veiculo), e 4 - Grupo Glifosato
e LPS (G+LPS), no qual foi adicionado o herbicida durante o experimento além da inje¢ao

intraperitoneal de LPS assim como no grupo LPS.

6.4 AVALIACAO FISICO-QUIMICA DA AGUA

Foram analisados a Temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade elétrica,
verificados inicio do ensaio, antes e depois de cada renovacgéo de agua dos tanques, e ao final

do experimento, com o uso de sonda multiparamétrica (Horiba Mod. U52, Japan).

6.5 COLETA DE TECIDOS

Foram realizadas duas coletas em periodos diferentes durante o ensaio, a primeira ao
completar 24h do experimento, com 4 exemplares de cada tanque selecionados aleatoriamente
com pucd, e segunda ao final do experimento com os 4 animais restantes dos tangues,
totalizando 12 animais por tratamento.

Para a coleta de tecidos, os animais foram remanejados para tanques com capacidade
de 10L a fim de serem anestesiados com 10 mg.L de benzocaina. A anestesia foi caracterizada
pela letargia dos movimentos operculares, e 0s animais anestesiados foram entéo dispostos em
uma placa de dissecacdo com um pano Umido sobre os olhos. A punc¢éo sanguinea foi realizada
nos vasos dorso-caudais com seringas de 3 mL, com agulhas 20x0,55 (24G), utilizando como
anticoagulante o EDTA de sodio (C10H14N20gNaz) a 10 mM (Tavares-Dias et al, 2010).

Todos os procedimentos citados acima estdo de acordo com as normas éticas, sendo
aprovado no comité de ética com o uso de animais da EMBRAPA Amap4, sob o protocolo 013-
CEUA/CPAFAP.

6.6 ANALISES HEMATOLOGICAS

O indice de hematdcrito (Ht) nos peixes foi obtido por meio da técnica de
microhematdcrito (GOLDENFARB et al., 1971), na qual 20 pL de sangue total de cada amostra
de sangue foi retirada através de microcapilares de vidro, selados em uma das extremidades e
centrifugados em 7500 x g por 5 min. A leitura foi realizada em uma cartela de afericdo de

hematécrito.
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A determinagdo de hemoglobina (Hb) foi realizada utilizando a solugdo Drabkin e
efetuada a leitura em espectrofotdmetro a 540nm (COLLIER, 1944).

A contagem de eritrécitos (RBC) foi realizada em camara de Neubauer, utilizando a
solucéo de formol citrato (OLIVEIRA, 2007)

Os indices hematimétricos Volume corpuscular médio (VCM) e Concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), foram obtidos através dos resultados das analises
anteriores seguindo os célculos:

VCM (fL) =Htx 10/ RBC
CHCM = Hb x 100 / Ht

ExtensGes sanguineas foram confeccionadas e coradas com May-Grunwald-Giemsa-
Wrigth (Tavares-Dias & Moraes, 2003), para a contagem de leucdcitos total e diferencial.

A andlise da atividade respiratoria de leucdcitos (Explosao respiratoria), baseado na
formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) pela atividade respiratdria de macréfagos. O
método é realizado com 50ul de sangue coletado ao se adicionar 50ul do corante “nitroblue
tetrazolium” (NBT), sendo essa mistura homogeneizada e incubada por 30min a 25°C,
provocando a reducdo do corante, formando precipitados de material insolUveis de coloracao
azul-escuro no interior dos fagécitos, chamados de granulos de formazan, posteriormente 50pl
da suspencdo obtida foi realocada para um tubo de ensaio com 1mL do corante Dimetil
formamida (DMF), sendo centrifugada a 3000 x g por 5min, ocorrendo uma lise da parede
celular dos leucdcitos e solubilizacdo dos granulos de formazan, sendo possivel a leitura da
densidade optica determinada em espectrofotdmetro com 540nm (ANDERSON; SIWICKI,
1995; BILLER-TAKAHASHI et al., 2013).

6.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os testes estatisticos foram realizados no programa estatistico SigmaStat (verséao 3.5),
todos os resultados apresentados passaram nos testes de normalidade e teste de equidade de
variancia. Foram aplicados a Anélise de Variancia (One Way ANOVA) seguida de Tukey para
as comparacOes das andlises fisico-quimicas e parametros morfométricos, e Andlise de
Variancia (Two Way ANOVA) seguida do teste Tukey nas comparacgdes hematoldgicas a fim
de verificar as diferencas entre tempo e tratamento. Os resultados sdo apresentados em média

+ desvio padrdo, e o nivel de significancia adotado foi de 5%.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve mortalidade de animais durante o ensaio, bem como as analises fisico-
quimicas realizadas ndo demonstraram diferenca significativa, exceto pela condutividade
elétrica, entre o grupo G+LPS e LPS (p=0,048), provavelmente relacionado a degradacao do
glifosato por microorganismos, no qual seus metabolitos, como AMPA, resultam em didxido
de carbono e radical amino (ANNETT; HABIBI; HONTELA, 2014), sendo os ions o0s
responsaveis por aumentar a condutividade elétrica nos grupos tratados com glifosato (Tabela
2), apesar da diferenca estatistica, esta alteracdo € insignificante para o parametro, ndo sendo

possivel a interferéncia nos resultados durante o experimento.

Tabela 1 — Pardmetros fisico-quimicos dos grupos tratados.

pH O D. (mg/L) Temperatura (C°) Cond. Elétrica (uS/cm)
CTRL 6,201+ 0,76 5,032 +0,72 28,175 +0,83 34,867 + 4,45ab
G 5,758 + 0,70 4,975+ 0,60 28,108 + 0,94 36,311+ 4,78ab
LPS 6,093+0,73 5,153+0,70 28,104 + 0,96 32,378 + 4,64a
G+LPS 5,662 + 0,70 4,996 + 0,53 28,133+ 0,93 36,467 + 4,61b

Fonte: Coleta de dados do proprio autor.
Nota: Apresentando pH, Oxigénio dissolvido (O.D), Temperatura e Condutividade elétrica. Letras diferentes
significam diferenca estatistica entre os grupos tratados.

Os resultados morfométricos dos animais utilizados no experimento ndo tiveram

diferenca significativa quando comparados a antes e apds o experimento (Tabela 3).

Tabela 2 — Pardmetros morfométricos dos grupos testados.

Peso Inicial (g) Peso Final (g)
CTRL 36,9+9,6 41,0+8,0
G 40,2+ 8,4 456+11,0
LPS 359+7,7 40,1+£10,5
G+LPS 36,3+7,.2 40,057

Fonte: Coleta de dados do proprio autor.
Nota: Apresentando o peso em gramas realizadas no inicio (0Oh) e no fim do ensaio (96h), apresentado por média
+ desvio padrdo. N=96.

A realidade da contaminag&o na fauna aquética é evidenciada por muitos estudos; estes
abordam os efeitos toxicos causados por produtos a base de glifosato em diferentes espécies de
peixes (JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002; HUED; OBERHOFER; DE LOS ANGELES
BISTONI, 2012; MORENO; SOFIA; MARTINEZ, 2014; LORO et al., 2015; SAMANTA et
al., 2016) e, contribuem para a compreensdo dos danos que o uso deste agrotdxico pode causar

na fauna de corpos d’agua proximos as plantagoes.
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Dentre as espécies estudadas, destaca-se o tambaqui, com uma crescente de estudos
que demonstram os efeitos toxicos de pesticidas em C. macropomum (SALAZAR-LUGO et
al., 2009; RAFAELA LEAO SOARES et al., 2016) bem como para o glifosato (BRAZ-MOTA
et al., 2015b; SILVA et al., 2019), elucidando efeitos tdxicos como histopatologias,
genotoxicidade, estresse oxidativo e alteragdes hematoldgicas. Porém, ndo é encontrado estudo
que relacione os efeitos de exposicdo ao glifosato somados aos efeitos imunotdxicos,
principalmente frente a um desafio imunoldgico, para nenhum peixe até o0 momento.

O processo inflamatorio agudo, independente da natureza do estimulo, obedece a um
padrdo semelhante de desenvolvimento. Em peixes, ocorre o acimulo de células no foco lesado,
fagocitose por células competentes, formacéo de peptideos, sistema complemento, atividade da
lisozima e outras proteinas sanguineas (MARCUSSO et al., 2013). A fagocitose é um dos
principais mecanismos deste processo, no qual as células fagociticas englobam particulas
grandes, contribuindo para a remocdo de patdgenos. Se este mecanismo for prejudicado ou
interrompido por efeito de um contaminante, a resposta imune tera sido comprometida,

caracterizando um efeito imunotéxico.

7.1 EXPLOSAO RESPIRATORIA

A analise do Explosdo respiratoria permite mensurar a atividade respiratéria dos
macrofagos, atraves da formacdo de espécies reativas de oxigénio, sendo possivel observar se
a atividade fagocitica esta exacerbada ou suprimida. Neste experimento, foi possivel verificar
os efeitos oriundos do Explosdo respiratoria no grupo LPS = 0,183 + 0,020, que divergiu do
grupo CTRL =0,270 £ 0,049 as 24h (p=0,017) e as 96 horas, quando essa diferenca passa a ser
acentuada pela média do grupo LPS = 0,140 + 0,032 comparado ao CTRL = 0,268 + 0,036
(p=<0,001). Este resultado sugere uma menor protecdo frente ao desafio bacteriano,
corroborando com o estudo de Tambaquis expostos a A. hydrophila e suplementados com f-
glucano (CHAGAS, 2010), na qual a reducdo da atividade respiratéria de leucOcitos em
Tambaquis apds o desafio bacteriano possa estar associado ao limite de tempo de avaliagcédo
deste biomarcador, onde néo foi possivel visualizar o pico maximo de atividade, na qual indica
gue uma vez que houve o apice da atividade fagocitica, e esta foi analisada no encerramento
das atividades destas células, conferindo o valor abaixo da média. Sugere-se a anélise da

explosdo respiratoria apos 6h ou 12h apos a exposicao (Grafico 1).



21

Gréfico 1 - Analise de Exploséo respiratdria em 24h e 96h do bioensaio de exposi¢éo de C.
macropomum ao Glifosato e LPS nos grupos testados.
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Fonte: Coleta de dados do proprio autor.
Nota: Letras diferentes significam diferencas estatisticas entre os grupos. Letras minUsculas para a coleta de 24h,
mailsculas para 96h, apresentado por média * desvio padrdo. N=96.

Em 96h o grupo LPS também divergiu dos grupos G = 0,264 + 0,027 (p=0,011) e
G+LPS = 0,277 £ 0,019 (p=0,020). A partir do ocorrido, é possivel inferir que a resposta da
atividade respiratéria dos macrofagos ndo ocorre da mesma forma na presencga de glifosato.
Semelhante ao realizado, na literatura é descrita a interacdo de aluminio e LPS em R. rutilus na
atividade respiratoria de células fagociticas, resultando em estresse oxidativo na presenca de
aluminio, sendo este efeito exacerbado quando co-exposto ao aluminio e LPS (JOLLY et al.,
2014). Diferentemente do presente trabalho, onde o glifosato ndo apresentou efeitos toxicos
para esta analise.

7.2 PARAMETROS ERITROCITARIOS

Referente aos eritrocitos, foi observado que os agrotdxicos alteram a hemostasia, assim
como o sistema imune da espécie C. macropomum (SALAZAR-LUGO et al., 2009), €
demonstrado que o glifosato provoca, de uma maneira geral, decréscimo nos parametros
hematologicos de peixes (GOLOVANOVA; AMINOV, 2019); Neste trabalho foi possivel
observar a mesma tendéncia aos parametros hematoldgicos avaliados, na qual a determinacgéo
de hemoglobina foi deprimida pelo glifosato tanto de forma isolada no grupo G (p= 0,046)
guanto de forma conjunta no grupo G+LPS (p= 0,008), caracterizando uma anemia

hipocromica. Esta observacdo corrobora os resultados obtidos em estudos de exposi¢do do
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herbicida ao Leiarius marmoratus x Pseudoplatystoma reticulatum (DE MOURA et al., 2017)
e difere da exposigéo realizada em Prochilodus lineatus (MODESTO; MARTINEZ, 2010).
Curiosamente, o resultado de contaminacdo observado logo nas primeiras 24h do presente
trabalho difere de BRAZ-MOTA et al. (2015), no qual sé foi possivel observar efeitos em
alteracbes de hemoglobina pela contaminagdo relacionada ao glifosato apds as 96 horas do
ensaio com 75% da CL50 para tambaqui (Gréfico 2).

Grafico 2 - Parametros eritrocitarios analisados.
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Fonte: Coleta de dados do proprio autor.

Nota: Hematdcrito (A), Eritrocitos (B), Hemoglobina (C), VCM (D) e CHCM (E), dos grupos controle (CTRL),
glifosato (G), Lipopolissacarideo (LPS) e glifosato somado ao lipopolissacarideo (G+LPS). Letras diferentes
significam diferengas estatisticas entre os grupos. * significa diferenca entre os periodos de coleta dentro de cada
tratamento, apresentado por média * desvio padrdo. N=96.

Diferente dos efeitos toxicos associados ao glifosato, houve um aumento no
hematocrito e na contagem de eritrocitos as 96h (p=0,033) no grupo exposto ao LPS,
caracterizando uma eritrocitose, resultados estes que corroboram o trabalho com Tambaquis
expostos a Aeromonas hydrophila e Anacanthorus spathulatus (DE ANDRADE et al., 2018).

O hematdcrito do grupo LPS divergiu dos grupos G (p=0,019) e LPS+G (p= 0,005) nas
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primeiras 24h, embora nenhum dos tratamentos tenha sido significativamente diferente do
grupo controle neste periodo. Quando se avalia o tratamento em 96h, aparece diferenca
significativa do grupo LPS com os grupos G (p=<0,001) e LPS+G (p=<0,001) e CTRL
(p=0,008), demonstrando que com 96h do tratamento com LPS leva a um aumento do
hematdcrito, mas esse efeito é revertido pela presenca do glifosato, novamente evidenciando a
capacidade do glifosato de reverter respostas fisiologicas ao desafio com LPS. Essa divergéncia
também € evidenciada quando se avalia a contagem de eritrdcitos, onde se pode observar um
aumento significativo na presenca de LPS em relacdo ao CTRL (p=0,033), que ¢é
completamente revertido na presencga simultanea do glifosato (p=<0,001), corroborando com
os resultados de hematdcrito e observagoes da literatura.

Estes resultados apontam uma possivel diferenca entre os efeitos dos estressores para
esse marcador, na qual o LPS aumenta o indice de hematdcrito, bem como o numero de
eritrocitos no sangue, e o glifosato diminui e/ou mantém estes biomarcadores, pois ja foi
demonstrado na literatura que o glifosato pode reduzir o hematdcrito e o nimero de eritrocitos
(DE MOURA et al., 2017).

Em relacdo aos indices hematimétricos, o volume corpuscular médio (VCM)
apresentou valores divergentes entre os grupos G+LPS e os de LPS (p=<0,001) e G (p=0,008),
demonstrando que estes estressores quando expostos de forma conjunta, aumentam o volume
das hemacias.

A Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), que representa a
concentracdo de hemoglobina na hemacia, neste trabalho ndo apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos, o que diverge de outros trabalhos onde houve alteracdo causado por
glifosato (BRAZ-MOTA et al., 2015b) e por desafio infeccioso (DE ANDRADE et al., 2018).

7.3 PARAMETROS LEUCOCITARIOS

O estudo do sistema imunoldgico dos peixes na imunologia comparativa pode prover
conhecimentos basicos sobre os mecanismos de defesa de animais contra patdgenos, bem como
no desenvolvimento de medidas de protecdo contra novas doencas (RAUTA; NAYAK; DAS,
2012). A relagéo entre a resposta imune e o estresse envolve 0s sistemas nervoso e enddcrino,
que regulam o sistema imune, no qual se observa a ativacdo imunologica em caso de estresse
agudo ocorre e a supressdo imunoldgica em caso de estresse cronico (TORT, 2011).

Assim como ha estudos sobre os efeitos toxicos do glifosato em Tambaqui, ha avancos

cientificos com o objetivo de entender os padrdes da resposta imune da espécie (GALLANI et
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al., 2021) e, com isso, assumir estratégias de uso de estimulantes do sistema imune na dieta de
espécimes cultivados (CHAGAS et al., 2013; PAZ et al., 2019) e a compreensao dos efeitos
por desafio infeccioso (PESSOA et al., 2020) .

Para Tambaqui, foi possivel observar uma reducdo na quantidade de LG-PAS no grupo
G, tanto apds 24h do inicio do tratamento (p=0,003), quanto apds 96h (p=0,019). De maneira
interessante, este resultado ocorreu em todos os tratamentos quando comparados ao controle
para este parametro. Nos demais parametros os valores permaneceram muito proximos do
grupo controle, indicando que o glifosato, na concentracdo estudada, é pouco téxico aos

parametros leucocitarios (Gréfico 3).

Grafico 3 — Parametros leucocitarios analisados.
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Fonte: Coleta de dados do préprio autor.
Nota: Leucdcitos totais (A), Trombocitos (B), Linfdcitos (C), Neutréfilos (D), Monécitos (E), LG-PAS (F) e
Eosinofilos (G), dos grupos controle (CTRL), glifosato (G), Lipopolissacarideo (LPS) e glifosato somado ao
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lipopolissacarideo (G+LPS). Letras diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos tratados. * significa
diferenca entre os periodos de coleta dentro de cada tratamento, apresentado por média + desvio padrdo. N=96

Frente ao desafio infeccioso, foi visto uma reducdo da quantidade de leucécitos totais
as 24h para o grupo LPS, caracterizando uma leucopenia, bem como a reducdo dos linfdcitos
(p=0,002) e de LG-PAS(p=<0,001), contudo, houve aumento dos mondcitos (p=0,008). Visto
que o sistema imune inato comeca a agir logo nas primeiras horas de infeccdo, € possivel que
as 24h apds a inoculagdo de LPS, grande parte das células brancas migraram para o tecido alvo,
bem como o aumento de mondcitos sugere que a resposta inflamatdria esta avancada, pois estas
células sdo as ultimas a migrarem ao foco infeccioso. As 96h, a quantidade de leucécitos totais
aumentou no grupo LPS(p=<0,001), bem como o numero de trombdcitos (p=<0,001),
indicando uma preparacdo do corpo pés- infeccéo.

Em relacédo a interacdo de ambos 0s contaminantes, as 24h o grupo G+LPS apresentou
um aumento na quantidade de mondcitos (p=0,001), bem como a reducéo da quantidade de LG-
PAS (p=<0,001), resultados estes que perduraram até as 96h para LG-PAS (p=<0,001) embora
0 resultado se reverta para mondcitos (p=0,004). Esses resultados sdo semelhantes ao ocorrido
no grupo LPS, porém de forma branda, sugerindo que na presenca de glifosato a resposta
inflamatdria pode ser comprometida. Bem como € possivel observar as diferencas entre 0s
grupos supracitados em relacdo a quantidade de linfocitos no sangue as 24h, onde o valor do
grupo G+LPS foi mais alto que do grupo LPS (p=0,046), ja as 96h, o grupo LPS € o que obteve
o0 valor mais alto em relagdo ao grupo G+LPS (p=0,017), demonstrando entdo, como a presenca
do glifosato altera os parametros estudados.

Dito isso, a compreensdo dos efeitos toxicos relacionados ao sistema imune causados
pelo glifosato, somados ao desafio bacteriano estimulado pelo LPS, resultou na observagédo de
que o glifosato afetou a resposta inflamatdria causada pelo LPS, sendo esta interacéo divergente
do apresentado no trabalho sobre contaminacdo conjunta de LPS a um organofosforado, a
Deltametrina, que teve como resultado a resposta inflamatéria aumentada em ambos os
contaminantes, concluindo que estes em conjunto podem potencializar o efeito um do outro
(TURRA PIMPAO et al., 2005).

O glifosato também é um agrotéxico organofosforado e, assim como é descrito na
literatura, é esperado que os efeitos nos leucocitos sejam elevados, causando leucocitose e
linfopenia, porém, assim como foi demonstrado em estudos com Carpas expostas a Glifosato
na qual resultou na imunossupressdo ou a ativagao exacerbada da resposta inflamatoria (MA,
LI, 2015; MA et al., 2019), e uma realidade que o herbicida pode provocar diferentes efeitos

entre as espécies; para C. macropomum, foi visto que o herbicida a base de glifosato apresentou



26

baixa toxicidade. Por outro lado, o LPS provocou efeitos relacionados a estimulagdo
inflamatoria, sendo estes efeitos ndo vistos no grupo inoculado com LPS e exposto ao herbicida,
sugerindo que de alguma forma o herbicida altera este estimulo, prejudicando a execucdo da

resposta inflamatoria.
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8 CONCLUSAO

Os resultados apresentados no presente trabalho demonstram que potencial toxico do
herbicida a base de glifosato em exposicdo aguda na concentracdo estudada € baixo,
apresentando poucos efeitos pela contaminagdo, porém foi verificado que quando o herbicida
estava presente, a resposta inflamatdria ndo ocorria de forma igual ao grupo exposto ao LPS,
sugerindo que o herbicida a base de glifosato pode alterar a resposta inflamatoria, quando a
mesma € necessaria para a protecdo contra patégenos ao animal. Até o momento, este € o
primeiro trabalho realizado apresentando os efeitos tdxicos relacionados a exposicdo de um
herbicida a base de glifosato e LPS em peixes, portanto, mais estudos devem ser desenvolvidos,
com outras analises a fim de verificar essa interacao de estressores, a explosdo respiratoria deve
ser analisada em mais de uma coleta, sendo antes ou igual a 12h apos a exposi¢do. Sugere-se 0

estudo dos 6rgéos envolvidos na imunidade, como o figado, rim cefélico e o bago.
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APENDICE A - PARAMETROS ERITROCITARIOS

Tabela de Par@metros eritrocitarios dos grupos testados.

Hematocrito Eritrdcitos Hemoglobina CHCM
(%) (*10%/pl) (g/dL) VCM (fL) (g/dL)
Tratamento 24h
CTRL 22,58 + 2,24ab 0,879 £ 0,191 7,95+ 0,63a 265,93+51,76 34,94+ 3,67
G 20,65 + 3,14b 0,833+0,113 7,10 +0,83b 248,36 + 27,43  33,12+2,03
LPS 24,35+ 3,18a 0,869 + 0,212 8,10+ 1,19a 273,10+61,06 36,99+2,13
G+LPS 20,04 £ 2,57b 0,754 £ 0,128 6,88 £ 0,57b 271,03 +46,30  34,30+2,05
96h
CTRL 2422 +2,88a 1,044+0,105ac* 8,47+0,96ab 232,62 +40,07ab 35,31 +2,79
G 22,75+2,82a 1,143+0,164ab* 8,07+0,93a*  200,9 + 26,58a* 35,85+ 247
LPS 29,07 +3,37b* 1286+0,325b* 9,17+0,76b* 201,06 + 30,58a* 34,19+ 4,34
G+LPS 23,56 £ 3,12a* 0,923+0,162c* 8,12+1,1la* 259,60+ 36,280 36,01+4,85

Fonte: Coleta de dados do préprio autor.
Nota: Grupos controle (CTRL), glifosato (G), lipopolissacarideo (LPS), glifosato e lipopolissacarideo (G+LPS).
Letras diferentes significam diferencas estatisticas entre os grupos. * significa diferenca entre os periodos de coleta.
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APENDICE B - PARAMETROS LEUCOCITARIOS

Tabela de Par@metros leucocitarios dos grupos testados.

Leucdcitos
Totais Trombécitos  Linfocitos  Neutrofilos Monécitos Eosinéfilos LG-PAS
(ML) (ML) (ML) (ML) (ML) (uL) (uL)
Tratamento 24h
8636,45+ 22211,25+ 5476,91 + 1691,86 + 102,79 + 102,79+ 333,98 =
CTRL 2292,33a 7326,95 1852,98ab 647,92 43,47a 43,47 83,9a
10794,37+ 220225+ 7334,37 £ 1623,67+ 325,88+ 104,63+ 202,15+
G 1648,55a 6838,11 2340,76a 1072,77 149,15ab 22,58 69,11b
572777+ 19048,18 + 4192,94 + 1839,86 + 245,51 % 94,61 + 53,62 +
LPS 1637,77b 6492,78 2322,66b 977,88 129,87b 55,09 16,76¢
8664,06 + 19281,04 + 6130,34 + 1176,74+ 210,18 £ 132,26 + 89,11 +
G+LPS 2354,96a 4959,06 1925,32a 543,61 110,11b 86,16 27,53¢c

96h
778722+  24250,68 + 6113,17 + 1758 + 397,59 = 98,54+ 39558+
CTRL 1212,32a 7132,81a 1145,23ab 659,38 114,34a 44,43 162,61a
789425+ 2734045+ 544242 + 212422+ 321,71+ 105,5 + 236,316
G 1158,56a*  4456,85a 1400,27ab* 1040,62 166,08ab 23,96 +93,58b
13503,75+ 40920,93 = 7621,79 + 2576,7 £ 2819+ 111,63+ 62,98+
LPS 1197,40b*  9200,69b* 4096,84a* 1257,31 161,19ab 53,45 19,14c
6357,32+ 2742281+ 4642,29 + 143421+ 19434 + 102,72+ 86,45+
G+LPS 3098,43a*  7093,19a* 1672,79b 582,95 96,03b 71,22 41,42c
Fonte: Coleta de dados do préprio autor.
Nota: Grupos controle (CTRL), glifosato (G), lipopolissacarideo (LPS) e glifosato e lipopolissacarideo (G+LPS).
Letras diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos tratados. * significa diferenga entre os periodos
de coleta.




