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DISTURBIOS FISIOLOGICOS EM MACROBRACHIUM ROSENBERGII SUBMETIDOS A
CONTAMINACAO AGUDA POR GLIFOSATO — EFEITOS NA DEFESA
ANTIOXIDANTE, COLINESTERASE E METABOLISMO DE AMINOACIDOS
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1 INTRODUCAO

A carcinicultura ¢ uma area da producao aquicola que vem crescendo gradativamente nos
ultimos anos, principalmente em pequenas propriedades agricolas em busca de novas fontes de
renda, sendo a criagdo de camardo de 4gua doce uma das escolhas por apresentar um bom valor de
mercado e facilidade de cultivo em regides rurais. O desempenho do cultivo de M. rosenbergii
proximo a areas agricolas com uso intensivo de agrotoxicos, pode ser influenciado pelo efeito
destes compostos na fisiologia do animal, portanto ¢ fundamental o conhecimento do
comportamento fisioldgico desses animais frente a contaminagdo com agrotoxicos (NEW e
VALENTI, 2000).

O glifosato ¢ um herbicida pds emergente, sistémico, ndo seletivo, hidrossoluvel e de amplo
espectro, estivel na presenca de luz e de temperaturas acima de 60 °C (AMARANTE JUNIOR et
al., 2002). Existem informagdes controversas sobre a capacidade do glifosato de interferir na
atividade da acetilcolinesterase, enzima utilizada como marcador de neurotoxicidade (MODESTO,
2009). Outro efeito identificado para o composto € o estabelecimento de condicdo de estresse
oxidativo, por atingir o sistema de defesa antioxidante podendo levar a aumento de produgdo de
espécies reativas de oxigénio, causando grandes danos ou morte celular (DAFRE, 2012;
FERREIRA, 2010).

Durante o ciclo produtivo, os camardes sofrem diversas situacdes estressantes que podem
gerar desequilibrios fisioldgicos e prejudicar a produgdo. O momento da estocagem ¢
particularmente fragil, pois o animal em estagio de pos-larva passa por um periodo de transporte em
ambientes de alta densidade e baixa qualidade da 4gua, que pode durar aproximadamente 24 horas,

e posteriormente ¢ transferido diretamente para o ambiente de engorda, estando sujeito a grandes
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variagcoes ambientais e predacdo. Nesta situacdo, a presenca de glifosato no ambiente de cultivo,
mesmo que em baixa concentragdo e de forma aguda, pode intensificar a condicdo de estresse
imposta pela estocagem e contribuir para baixos desempenhos da producao.

2 OBJETIVOS

Analisar os efeitos da contaminacao de glifosato sobre pos larva de camarao de agua doce
Macrobrachium rosenbergii no estadio de desenvolvimento de pos larva.

3 METODOLOGIA

O experimento foi desenvolvido com pos larvas de camardes de agua doce M. rosenbergii
provenientes da criagdo propria presente na Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS, campus
Laranjeiras do Sul, PR, sendo realizado no laboratério de Experimentacdo Animal. Os animais
adultos, oriundos de tanques de cultivo acompanhados pelo projeto, foram transferidos para o
laboratorio, aclimatados e alimentados, e apos a identificacdo da reproducdo, as fémeas graviticas
foram separadas em caixas de 25 litros, em sistema de recirculagcdo e isoladas em maternidades
impedindo o canibalismo das larvas recém eclodidas. Apds a eclosdo, as larvas foram separadas em
larvicultura em um novo sistema de recirculacdo, em caixas de 300 litros, abastecidos com agua
com salinidade de 12 a 16 %o, acoplado a um biofiltro, oxigenacdo constante e temperatura média
de 28 a 30 °C. As larvas foram alimentados com Artemia (aproximadamente quatro artemias por
larva), cinco vezes ao dia, durante oito dias, e apos a este periodo foi mantido fornecimento de
artemias duas vezes ao dia e complementada a alimentacdo com ragao tipo “flan” constituida por
ovo de galinha, farinha de peixe, leite em po, farinha de trigo, 6leo de figado de bacalhau, pré-mix
de vitaminas e minerais e agua. Esta condigdo foi mantida at¢ o momento em que ocorreu
metamorfose final com transformagdo dos animais em pds-larvas.

Para a aclimatagdo em agua doce, as pos-larvas foram separadas e transferidas para agua
com salinidade de 6 %o por 12 horas, posteriormente 50 % do volume foi substituido por agua doce
mantido por 12 horas e entdo substituida por agua doce. Para o ensaio de contaminagdo foram
utilizados 300 animais, divididos em seis aquarios de dois litros (50 animais). Todos os aquarios
foram mantidos com oxigenacgdo constante e temperatura de 28 °C. O ensaio de contaminagdo foi
realizado separando dois grupos em triplicata, sendo, grupo experimental, contaminado com
glifosato 100 mg/L e grupo controle, sem glifosato. Para a contamina¢do foi utilizado o produto
comercial ROUNDUP® WG.

Apds a contaminagdo foi realizado acompanhamento do comportamento dos animais e
realizado ensaio de resposta a estimulo mecénico. O ensaio consistiu de estimulo mecanico suave,

com o uso de um bastdo de vidro, em animais que estavam parados no momento da observacao.
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Foram realizadas seis verificagdes nas primeiras 12 horas e uma verificacao ao final do periodo de
ensaio, apds 24 horas de contaminacdo. Com 24 horas de contamina¢do foram contabilizados os
animais, identificado se houve mortes, coletados e congelados em temperatura de - 85 °C para
determinagdo das atividades das enzimas colinesterase e GST em microplaca e realizacdo de leitura
em espectrofotometro.

Para as andlises bioquimicas, as pos-larvas foram homogeneizadas em tampao fosfato de
potassio 50 mM, centrifugadas 12.000 xg, por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante utilizado para as
analises. A determinagdo da concentracao de proteina foi realizada pelo método de Bradford (1976)
para o calculo normalizado das demais analises. A analise da atividade da enzima colinesterase foi
realizada por meio do método de Ellman et al., (1961). O principio da atividade da Glutationa
transferase (GST) foi baseado na GST catalisando a reagdo do composto antioxidante ndo
enzimatico, o tripeptideo glutationa (GSH), com um eletréfilo hidrofébico, xenobidtico ou
endogeno, que podem ser toxicos para o organismo. Com esta metodologia a GST catalisa a reagdo
do substrato CDNB com o GSH, formando um tioéter que pode ser monitorado pelo aumento de
absorbancia a 340 nm. Analise de normalidade das amostras e Anova foram realizadas para os
resultados de atividades enzimaticas de Colinesterase e GST.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Nao houve mortalidade de animais dos grupos controles e contaminados por glifosato no

periodo do ensaio. Apds duas horas de contaminagdo foi observado movimentagdo caracteristicas
das pods-larvas, que corresponde a movimentacao natatoria constante em sentido circular em torno
das paredes laterais dos aquarios. Apos quatro horas de contaminagdo, os animais do grupo
contaminado apresentaram visivel reducao da atividade natatoria, mantendo-se no fundo do aquario.
Ao realizar ensaio de estimulo & movimentacdo mantinham-se iméveis até serem tocados pelo
bastdo de vidro, fazendo um movimento rapido para o lado, esse comportamento se manteve
durante 12 horas de contaminagdo, porém apds 24 horas os animais ja se encontravam com
movimenta¢do normalizada, com o padrao de natagdo semelhante aos animais dos grupos controles.

As alteracdes comportamentais encontradas em pos-larvas de M. rosenbergii submetidas ao
glifosato indicam que o composto interfere na capacidade de movimentagao dos animais. Mensah et
al., (2011) relataram interferéncia na capacidade motora em camardes de agua doce Caridina nilotica
submetidos ao herbicida glifosato, relatando movimentos lentos e erraticos. A indugao ou inibi¢ao
da colinesterase pode influenciar no processo de neurotransmissao colinérgica e promover efeitos
de letargia ou nado erritico (MIRON et al., 2005), e quando altos niveis de inibi¢do sdo

estabelecidos a paralisia pode causar a morte do animal (Cattaneo, 2009).
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As poés-larvas submetidas ao glifosato ndo apresentaram alteragdo na atividade da enzima
colinesterase (grafico 1A). Porém, considerando as alteragdes comportamentais observadas ¢
possivel supor a ocorréncia de alteragdo da atividade e retorno a atividade padrao da enzima apos 24
horas. Relatos de efeito do glifosato sobre a atividade da enzima colinesterase foram apresentados
por Moraes, (2018), em juvenis de M. rosenbergii submetidos a 100 mg/L do produto comercial
Glifosato Nortox SL. Nestes estudos o glifosato foi capaz de causar reducdo da movimentacdo e
inibicdo da colinesterase hepatopancredtica nas primeiras nove horas de contaminagdo, porém o
efeito inibitorio desapareceu apos 24 horas. A inibicdo da enzima acetilcolinesterase foi observada
em peixes (MENENDEZ-HELMAN et al., 2012), porém uma auséncia de interferéncia em tecido
muscular e uma redugdo, dependente da concentracdo em tecido nervoso foi observada em animais
da espécie Leporinus obtusidens (GLUSCZAK et al., 2006). Outros estudos demonstraram que a
AChE nao sofre interferéncia do glifosato (Lopes e Rosa 2012), ou ainda induz aumento de
atividade (PALAS et al., 2014).

A Enzima GST ndo apresentou alteragdo nos animais contaminados com glifosato (grafico
1B). Relatos de Moraes, (2018), em ensaios com juvenis de M. rosenbergii submetidos a 100 mg/L
do produto comercial Glifosato Nortox SL demonstraram ativacdo da GST hepatopancredtica ja
ap6s duas horas e mantido em 24 horas do ensaio. Esta enzima tem papel importante na
detoxificagdo do organismo em relagdo a compostos endogenos e exogenos (Trivella 2006). Ha
relatos de aumento (SOBJAK, 2016; MORAES, 2018) e reducdo (PALAS et al., 2014) da atividade
da GST em contaminagdes por glifosato. Duas hipdteses podem ser levantadas em relagdo a
variacdo da capacidade do glifosato de desencadear a ativagdo da GST em pos-larvas (nossos
resultados) e juvenis (MORAES, 2018) de M. rosenbergii. A primeira hipoOtese esta relacionada a
variagdo da fase de desenvolvimento dos animais utilizados nos ensaios e a segunda em rela¢do ao
produto comercial utilizado nos ensaios. Em peixes o produto comercial Roundup apresenta maior
toxicidade, LC50, 96 horas, estimada em 3,6 + 0,4 mg.L™' de glifosato para Poecillia reticulata
(Rocha et al, 2015), comparado ao produto comercial GLI-UP 480 SL, CL50 por 96 horas de 70, 55
mg.L" de glifosato para P. reticulata (Pires, 2013) ou ainda, ao produto comercial glifosato Nortox
SL, utilizado em ensaios de desenvolvimento embriondrio de Rhamdia quelen por 72 horas em
concentragdo de 6,5 mg.L"! de glifosato (Sobjak et al, 2017). A auséncia de ativagido da enzima GST
pode indicar uma maior permanéncia do composto no organismo animal, aumentando com isso, a
sua capacidade de interferir na fisiologia animal.

Grafico 1: Atividade da Colinesterase ¢ GST de M. rosenbergii em pds-larvas submetidas a 100

mg/L de glifosato no periodo de 24 horas. A: Colinesterase, B: GST. As barras correspondem a
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5 CONCLUSAO
O glifosato interfere no comportamento de pos-larvas de M. rosenbergii, causando reducdo de
movimentagdo podendo tornar estes animais mais suscetiveis a predagdo em um sistema de

producao.
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