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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Zootechia

Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

EFEITOS DO HERBICIDA GLIFOSATE SOBRE O CRESCIMENTO, ENZIMAS
DIGESTIVAS E PARAMETROS TOXICOLOGICOS EM PIAVAS (Leporinus sp.)
Autora: Joseéania Salbego
Orientadora: Vania L.P.Vieira
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 26 de agosto de 2005

Os efeitos do herbicida glifosate (1,0 e 5,0 mg/L) sobre o crescimento, enzimas
digestivas e parametros toxicolégicos foram avaliados em juvenis de piavas
(Leporinus sp.), apds 90 dias de exposi¢cdo. O grupo controle foi mantido em agua
sem herbicida. Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente, duas vezes
ao dia, com racdo comercial peletizada (38% de proteina bruta, Purina®). A qualidade
da agua foi mantida através de sifonagem de residuos de alimento e fezes. A agua
das caixas foi renovada a cada 48 horas para manter a concentracdo do glifosate
constante durante o periodo de exposicdo. Apos o periodo experimental (90 dias), o
sangue dos peixes foi rapidamente coletado para determinacdo dos parametros
hematolégicos. Figado, muasculo branco, cérebro, estbmago e intestino foram
removidos e utilizados para determinar parametros toxicolégicos e enzimas
digestivas. Depois de 90 dias de exposi¢cao, o ganho de peso, taxas de crescimento
especifico e conversao alimentar diminuiram com o aumento da concentracdo de
glifosate na 4gua. Todas as enzimas digestivas verificadas aumentaram com o
aumento da concentragcdo de glifosate. A atividade da acetilcolinesterase (AChE)
diminuiu significativamente no cérebro dos peixes expostos a 5 mg/L, e aumentou, no
muasculo dos peixes expostos a 1mg/L de glifosate. Exposicdo a este herbicida
diminuiu todos os parametros hematoldgicos testados em ambas as concentracdes
utilizadas, mas reduc¢do significativa no glicogénio do figado e glicose, e aumento no
glicogénio muscular, ocorreu apenas em 5 mg/L. A glicose muscular n&o foi alterada.
Lactato dos peixes expostos a todas as concentracdes de glifosate, e proteina (5
mg/L) apresentaram um aumento significativo no figado. Resultados semelhantes,
para o lactato, foram encontrados no muasculo, mas a proteina diminuiu depois da

exposicdo a 5 mg/L de glifosate. Estes resultados indicam que glifosate afeta



parametros de crescimento, hematolégicos e metabdlicos, bem como enzimas
digestivas de piavas. Todos os parametros testados podem ser indicadores de

contaminacdao por herbicida depois de exposicéo prolongada.



ABSTRACT

Master Dissertation
Post-Graduate course in Animal Husbandry
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brazil

EFFECTS OF GLYPHOSATE ON GROWTH, DIGESTIVE ENZYMES AND
TOXICOLOGY PARAMETERS IN PIAVAS (Leporinus sp.)
Author: Joseéania Salbego
Adviser: Vania L.P. Vieira
Place and date of defense: Santa Maria, August 26 ", 2005

The effects of glyphosate (1.0 and 5.0 mg/L) on growth, digestive enzymes and
toxicology parameters were evaluated in piavas (Leporinus sp.) after 90 days of
exposure. A control group was kept in water without herbicide. Fish were fed to
satiety twice a day with commercial fish pellets (38% crude protein, Purina®). Water
quality was kept by suction of food and fecal residues. The water in the box was
renewed every 48 h to maintain herbicide concentration constant during the exposure
period. After experimental period (90 days) blood was quickly collected for
determining hematological parameters. Liver, white muscle, brain, stomach and
intestine were removed and use to determine toxicology parameters and digestive
enzymes. After 90 days exposure, fish weight gain, specific growth rate, and feed
efficiency wede reduced as glyphosate concentration increased in the water. The
activity of all digestive enzymes verified increased with the increase of glyphosate
concentration. Results indicate that AChE activity significantly decreased in the brain
of fish exposed to 5 mg/L of glyphosate, but in the muscle this parameter was
increased in the fish exposed to 1mg/L of glyphosate. Exposure to this herbicide
produced a decrease in all hematological parameters tested in both concentrations
used. Fish exposed to all glyphosate concentrations showed a significant decrease in
liver glycogen and glucose, but a significant increase in muscle glycogen after
exposure to 5 mg/L herbicide. Muscle glucose was not altered. Lactate and protein (5
mg/L) of fish exposed to all glyphosate concentrations increased in the liver. Similar
results were showed in the muscle for lactate, but protein was reduced after
exposure to 5 mg/L of glyphosate. These results indicate that glyphosate affect
growth, hematologic and metabolic parameters as well digestive enzymes of piavas.
All parameters tested may be indicators of herbicide contamination after prolonged

exposure.



Keywords: glyphosate, growth, digestives enzymes, hematological parameters,
toxicology parameters, AChE, piava, Leporinus sp.
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1. INTRODUCAO

O uso de agrotoxicos se expande, em todos os setores da agricultura, pois
contribuem para a maior produtividade das lavouras. Entretanto, podem poluir o
ambiente na medida em que parte dos residuos da lavoura podem atingir 0os cursos
hidricos, podendo causar danos aos organismos ai presentes (Sastry and Siddiqui,
1982). A poluicdo das aguas, causada pelo escoamento proveniente de lavouras,
onde foram aplicados pesticidas, resulta num sério problema de envenenamento,
para peixes e outras formas de vida aquatica, além de causar efeitos ambientais a
longo prazo (Jyothi and Narayan, 1999). A presenca de herbicidas no ambiente
aguatico € consequéncia de seu uso para 0 controle das plantas daninhas e
vegetacao rasteira, porém, pouco se conhece sobre a toxicidade de herbicidas e
pesticidas em organismos aquaticos como 0s peixes (Szarek et al., 2000). O
herbicida glifosate (glyphosate): sal de isopropilamina de N-(fosfonometil) — glicina, €
um herbicida registrado no Brasil para o controle ndo seletivo de mono e
dicotiledéneas, em diversas culturas (Rodrigues & Almeida, 1998).

Entre os parametros utilizados para avaliar a toxicidade de pesticidas e
herbicidas, a medida da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) é muito
utiizada (Sancho et al., 2000; Dutta & Arends, 2003). A medida da enzima,
associada aos parametros hematolégicos, pode nos dar uma idéia do estado de
saude dos peixes, e de possiveis efeitos do herbicida.

No Brasil, poucos estudos relacionam o crescimento com a toxicidade de
herbicidas, em peixes, principalmente em espécies nativas, como a piava (Leporinus
sp.). Esta espécie foi escolhida para estudo devido a sua importancia econémica e
regional, uma vez que, recentemente, foi escolhida como peixe bioindicador das
Bacias dos rios Vacacai e Vacacai-Mirim. Considerando o exposto acima, serao

apresentados os objetivos do presente estudo.
1.1. Objetivo Geral:

Verificar os efeitos da exposicdo prolongada, a doses subletais, do herbicida

glifosate, em piavas.

1.2. Objetivos Especificos



e Verificar possiveis alteracdes no crescimento e ganho de peso de piavas,
expostas a diferentes concentracdes do herbicida,

e Avaliar a atividade de enzimas digestivas, como amilases e proteases, nos
peixes expostos ao herbicida.

e Avaliar parametros hematologicos e metabdlicos, e a atividade da
acetilcolinesterase em cérebro e musculo, como indicadores de toxicidade ao

herbicida.

2. REVISAO DA LITERATURA

A piava estd distribuida na Colémbia, Guianas, Amazonia e rios Araguaia,
Sao Francisco, Paraguai, Parana, Grande, Pardo, Parnaiba, Tieté, Mogi-Guacu, da
Prata e Uruguai. Popularmente, recebe diferentes denominacfes, dependendo da
regido em que se encontra: piau, piavacu, piaba-ucu, piabacu e boga (Nomura,
1984; Godoy, 1987). E uma espécie de habito alimentar onivoro, alimentando-se de
vegetais e insetos (principalmente Chironomidae), briozoérios e restos de peixes
(Andrian et al., 1994; Santos, 2000).

Entre as espécies nativas, com potencial para a criacdo, a piava destaca-se
pela presenca nas principais bacias hidrogréficas da regido Sul. Possui também boa
aceitacdo por parte dos consumidores em razdo da boa qualidade da carne. Do
ponto de vista zootécnico, é praticamente desconhecida, embora existam algumas
estacdes de Piscicultura que estao realizando a multiplicacdo e venda de alevinos.

Esta espécie € bastante explorada na pesca esportiva e extrativista, que
aliada a grande degradacdo ambiental, tem levado a uma reducdo do estoque
pesqueiro nos rios. Algumas informacfdes encontradas sobre o cultivo da piava,
evidenciam a falta de estudos sobre a biologia e principalmente a criacdo desta
espécie (Mello et al., 1999; Filipetto et al., 2003).

O herbicida glifosate esta entre os mais utilizados em lavouras, principalmente
nas plantacdes de soja (Glycine max). E um herbicida de amplo espectro, com alta
eficiéncia contra 90 tipos de gramas emergidas e ervas daninhas de folha larga
(Smith & Oehme, 1992). Serve também para o controle de ervas daninhas
aqudticas, em canais e acudes, sendo talvez, um dos mais importantes herbicidas
desenvolvidos nestes Ultimos anos (Rodrigues & Almeida, 1998, Tsui and Chu,

2003). Entre as marcas comerciais mais conhecidas, destaca-se o Roundup®



(Munro et al., 2000; Szarek et al.,, 2000; Tsui and Chu, 2003), utilizado neste
trabalho. No entanto, pouco se conhece sobre os efeitos que aguas contaminadas
com este produto podem provocar em peixes. O glifosate, de acordo com alguns
estudos, ndo é considerado toxico para o ambiente, e pouco toxico para 0S
organismos aquaticos (Giesy et al.,, 2000). Estudando o Roundup® e seus
componentes  glifosate, AMPA (acido aminometilfosférico) e  POEA
(polioxietilenoamino), Munro et al. (2000), concluiram que ambos ndo oferecem risco
a saude humana, exceto quando ingerido em grande quantidade, a fim de suicidio.
J&4 em estudos com Roundup® e POEA, via oral, observaram além de irritacdo
intestinal, efeitos secundarios tais como: reducdo de peso em cdaes e ratos, diarréia
e diminuicdo de peso no gado bovino. Segundo Tsui e Chu (2003), o POEA,
freqientemente usado na composicdo deste herbicida, com a finalidade de
potencializar sua a¢ao, chega a ser de duas a trés vezes mais toxico que o glifosate.
Estudos realizados em carpas, expostas ao herbicida, mostraram alteracdes
hematoldgicas e histopatoldgicas degenerativas no figado e no rim destes animais
(Szarek et al., 2000).

As colinesterases sdo enzimas que desempenham papéis importantes na
neurotransmisséo colinérgica central e periférica. Elas hidrolisam ésteres de colina e
auxiliam na detoxificagdo de xenobidticos. As colinesterases sdo amplamente
distribuidas tanto em vertebrados como em invertebrados (De La Torre et al., 2002).
Herbicidas organofosforados e carbamatos séo inibidores potentes da enzima
acetilcolinesterase (AChE) (Massoulié et al., 1992). Trabalhos recentes, utilizando a
atividade da acetilcolinesterase verificaram que esta enzima pode ser afetada por
herbicidas de outras classes (Bretaud and Saglio, 2000; Dutta & Arends, 2003; Miron
et al., 2005). Se a atividade da enzima AChE estiver diminuida pela presenca de um
inibidor, a acetilcolina liberada ser4d acumulada na sinapse colinérgica central e
juncdes neuromusculares, levando a uma super-estimulacao das células-alvo. Como
consequUéncia, esses distirbios podem afetar a locomocdo e equilibrio dos
organismos expostos (Saglio et al., 1998; Saglio & Trijasse, 1998). Em peixes, varios
estudos demonstraram alteracdes na atividade de colinesterases em &guas
contaminadas com herbicida (Sancho et al., 2000; Dutta & Arends, 2003).

Associada ao estudo das colinesterases, a medida dos parametros
hematolégicos como hematdcrito, hemoglobina, eritrécitos e glébulos brancos

também é considerada importante, pois sao indicadores de toxicidade com grande



potencial para aplicagdo em estudos de impacto ambiental e de toxicidade em
animais aquéticos e terrestres (Sancho et al., 2000; Barcellos et al., 2003).

O processo digestorio é possibilitado pela ocorréncia das enzimas digestivas,
atuando sobre o alimento ingerido, ao longo do trato gastro - intestinal (Jobling,
1994). Tem sido verificado que o padrdo das enzimas digestivas reflete a
capacidade de aproveitamento dos alimentos pelos peixes e também que a inducao
de determinadas enzimas esta diretamente relacionada ao tipo de dieta do peixe
(Torrissen et al., 1994). Estudos sugerem que 0s peixes, de maneira geral, sdo
semelhantes a outros vertebrados, quanto ao processo digestorio (Rotta, 2003).

As principais proteases encontradas no trato digestério sdo: pepsina,
tripsina e quimotripsina. O estdbmago da maioria dos peixes produz enzimas
proteoliticas, sendo que a mais comum € a pepsina, que inicia todo o processo de
hidrélise das proteinas, € produzida no estdmago e dependente da reducdo do pH,
feita pelo &cido cloridrico (Baldisserotto, 2003). O pH pode variar no trato digestoério
de acordo com o tipo de enzima que atua na degradacdo do alimento (Deguara et
al., 2003). Avaliando a atividade das enzimas proteoliticas da tainha Mugil platanus,
na fase de larva e alevino, Galvao et al. (1997) observaram que a ingestdo de
alimento induz o aumento na atividade enzimatica. Na fase larval deste peixe ocorre
uma digestdo alcalina, sendo que enzimas como a pepsina e quimotripsina atuam
mais na fase de juvenil, ocorrendo uma digestéo acida.

A atividade das enzimas digestivas esta diretamente relacionada com a
composicdo da dieta (Ray, 1988; De Silva & Anderson, 1995). Peixes n&o-
carnivoros, como a carpa comum (Cyprinus carpio), apresentam alto potencial
proteolitico (Hidalgo et al., 1999). Isso é devido a digestdo das proteinas vegetais, e,
embora os onivoros precisem relativamente menos proteina que os carnivoros, elas
podem ser bem utilizadas, o que induz o aumento na atividade das enzimas
proteoliticas (Kuz 'mina, 1990).

A maioria dos trabalhos sobre digestdo, em peixes, relatam que as
proteinas possuem um papel importante no processo digestério, e em geral estes
organismos dao preferéncia ao aproveitamento das proteinas em relagdo aos
carboidratos (Hemre et al., 2002). Estudando diferentes espécies, com habitos
alimentares variados, Hofer and Schiemer (1981), verificaram que a atividade
proteolitica (tripsina), € maior em carnivoros que em herbivoros, ndo havendo
diferencas claras entre carnivoros e onivoros. No entanto, a atividade proteolitica foi

significativamente maior em piscivoros que na espécie onivora Rasbora daniconius.



Estudos realizados no laboratorio de Bioquimica Adaptativa, da UFSM,
observaram a presenca de amilase e maltase em grande quantidade, no intestino
das piavas (Gioda et al.,, 2005). A elevada atividade da amilase em peixes
herbivoros e onivoros indica que o amido é facilmente hidrolisado e provavelmente
desempenha um importante papel no metabolismo energético destes peixes. Ja sua
presenca em carnivoros, pode ser explicada pelas necessidades destes animais em
digerir o glicogénio do tecido de suas presas (Sabapathy & Teo, 1992). Segundo
Seixas Filho et al. (1999), a atividade especifica da amilase no surubim
(Pseudoplatystoma coruscans), carnivoro, € maior do que na piracanjuba (Brycon
orbignyanus), onivora. Utilizando juvenis de Sparus aurata, Venou et al. (2003)
verificaram que a extrusao de ingredientes vegetais proporciona maior atividade da
amilase, interferindo positivamente no aproveitamento dos carboidratos, para esta
espécie. A tripsina hidrolisa o tripsinogénio e quimotripsinogénio em tripsina e
quimotripsina, respectivamente, atuando nas ligacdes peptidicas que envolvem o0s
grupos carboxila da arginina e lisina, enquanto a quimotripsina age, como a pepsina,
principalmente nas ligacbes envolvendo aminoacidos aromaticos (Smith, 1989).
Estudando a atividade de proteaes, em trés espécies de peixes, Lépez et al. (1999),
observaram que dietas de origem vegetal, como farelo de soja, podem inibir a

atividade de proteases digestivas nestes animais.

Estudando a atividade enzimética da tripsina em piracanjuba (Brycon
orbignyanus) e piau (Leporinus friderici), espécies onivoras, e surubim
(Pseudoplatystoma coruscans), espécie carnivora, Seixas Filho et al. (2000),
concluiram que a atividade da tripsina foi semelhante nas duas ultimas espécies,
sugerindo que o surubim utiliza, com mais intensidade, outras proteases na digestéo
de proteinas. Analisando a atividade e distribuicdo das enzimas digestivas, em
funcdo do habito alimentar no “rabbitfish” (Siganus canaliculatus), herbivoro com
potencial para onivoro e no “sea bass” (Lates calcarifer), carnivoro, Sabapathy &
Teo (1992), relataram a presenca de tripsina ao longo do tubo digestivo, na espécie
onivora. Nestes peixes, a atividade da tripsina e quimotripsina foi elevada. Ja na
espécie carnivora, a atividade da pepsina foi mais elevada, enquanto que a tripsina
ficou restrita ao intestino e cecos piloricos. Nessas duas espécies, também foi
observada a capacidade de digestdo de carboidratos. A composicédo da dieta pode
influenciar a liberacdo e atividade das enzimas digestivas. Onishi et al. (1976),

comparando a frequéncia da administragdo do alimento, em carpas, relataram



mudancas nos niveis de protease e amilase apos alimentagéo. O efeito da dieta na
atividade das enzimas digestivas também foi encontrado em larvas de Dicentrarchus

labrax, em um experimento executado por Cahu and Zambonino Infante (1994).

Considerando-se que 0s peixes vivem em constante risco de contaminacao
por componentes toxicos em geral, e a espécie em estudo apresenta poucos dados
referentes a sua biologia, torna-se importante conhecer possiveis alteracdes
causadas por herbicidas. A composicao corpérea dos peixes pode apresentar
diferencas, influenciadas por diversos fatores, entre eles os ambientais (Geri et al.,
1995; Shirai et al., 2002). O estudo visa contribuir para o entendimento da toxicidade

do herbicida glifosate em uma espécie nativa do Brasil.
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Abstract

The effects of glyphosate (1.0 and 5.0 mg/L) on growth, digestive enzymes and
toxicology parameters was evaluated in young (8g and 9 cm approximately) piavas
(Leporinus sp.) after 90 days of exposure. A control group was kept in water without
herbicide. Fish were fed to saciety twice a day with commercial fish pellets (38%
crude protein, Purina®). Water quality was kept by suction of food residues and fecal
residues. The water in the box was renewed every 48 h to maintain herbicide
concentration constant during the exposure period. After 30, 60 and 90 days 15 fish
was collected randomly to verify fish weight and length. Stomach and intestine were
removed and use to determine digestive enzymes. After 30, 60 and 90 days of
exposure, fish weight gain, specific growth rate, fed efficiency wede reduced as
glyphosate concentration increased in the water. The activity of all digestive enzymes
verified increased with the increase of glyphosate concentration. These results
indicate that glyphosate affect growth and digestive enzyme activities in piavas.
Parameters tested may be indicators of poor nutrient availability when fish survive in

herbicide contaminated water.

Keywords: glyphosate, growth, digestives enzymes, piava, Leporinus sp.



Introducao

O uso de agrotoxicos se expande, em todos os setores da agricultura, pois
contribuem para a maior produtividade das lavouras. Entretanto, podem poluir o
ambiente na medida em que parte dos residuos da lavoura podem atingir oS cursos
hidricos, podendo causar danos aos organismos ai presentes (Sastry and Siddiqui,
1982). A poluicdo das aguas, causada pelo escoamento proveniente de lavouras,
onde foram aplicados pesticidas, resulta num sério problema de envenenamento,
para peixes e outras formas de vida aquatica, além de causar efeitos ambientais a
longo prazo (Jyothi and Narayan, 1999). A presenca de herbicidas no ambiente
aguatico é consequéncia de seu uso para o controle das plantas daninhas e
vegetacao rasteira, porém, pouco se conhece sobre a toxicidade de herbicidas e
pesticidas em organismos aquaticos como os peixes (Szarek et al., 2000).

Entre os agrotoxicos usados em larga escala, atualmente, esta o glifosate
(glyphosate). E um herbicida quimicamente conhecido como sal de isopropilamina
de N-(fosfonometil)—glicina (Rodrigues & Almeida, 1998). Recebe diferentes
denominacbes comerciais (Giesy, 2000), sendo que a mais conhecida,
mundialmente, € o Roundup® (Munro et al., 2000; Szarek et al., 2000; Tsui and Chu,
2003), o qual foi utilizado para o presente trabalho.

Popularmente, é conhecido por secante, pois inibe a fotossintese, a sintese
dos acidos nucléicos e estimula a producdo de etileno, provocando o
amarelecimento das folhas e posterior morte das plantas. Residuos quimicos podem
se acumular em organismos aquaticos por diversos mecanismos: diretamente da
agua via branquias, pela pele, pela ingestdo de particulas suspensas e alimentos
contaminados (Oost et al., 2003). Pesticidas podem atacar o sistema nervoso,
causando desordens fisiologicas e bioquimicas, e a exposicdo cronica a
concentragdes subletais de xenobidticos , sdo suspeitas de predispor 0s peixes a
doencas, devido a seus efeitos imunodepressivos (Dunier and Siwicki, 1993; Jyothi
and Narayan, 1999; Miron et al., 2005). Segundo Jyothi and Narayan (1999),
alteracbes biologicas causadas por estresse toxicolégico, podem ser notadas
analisando-se alteracdes no metabolismo, tais como atividades enzimaticas e suas

modificacdes, e respostas fisiologicas.



Com relacdo a interagdo crescimento e enzimas digestivas, a maioria dos
estudos indica que a taxa maxima de crescimento, em peixes, pode ser atribuida,
em parte, a capacidade digestiva (atividade de enzimas proteoliticas),
disponibilidade de oxigénio ou a capacidade metabdlica requerida para suportar a
sintese de proteinas nos tecidos (Torrissen and Shearer, 1992; Blier et al., 2002;).

Alteracbes na atividade de enzimas digestivas podem estar relacionadas, ou
nao, a taxa de crescimento. Torrissen and Shearer (1992) recolheram evidéncias de
que a atividade da tripsina tem uma forte influéncia sobre a taxa de crescimento e
conversao alimentar em salmao do Atlantico (Salmo salar L.), entretanto, ndo se
pode afirmar se a variacdo observada, nas enzimas digestivas, € causa ou
consequéncia das mudancas no crescimento.

Pouco se sabe sobre a toxicidade de herbicidas em peixes. De uma maneira
geral, o herbicida glifosate é considerado de baixa toxicidade (Munro et al.,2000),
porém, para peixes nativos do Brasil, como a piava, ndo existem estudos
relacionando a interacdo de herbicidas com o crescimento, e seus efeitos sobre a
atividade de enzimas digestivas.

Considerando-se a importancia do assunto e a escassez de trabalhos
relacionados, no presente estudo buscou-se verificar possiveis alteracbes no
crescimento e ganho em peso, e avaliar a atividade de enzimas digestivas, como
amilases e proteases, em piavas expostas a diferentes concentracdes deste

herbicida.

Materiais e Métodos

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Bioquimica Adaptativa do
Departamento de Quimica, da Universidade Federal de Santa Maria. O experimento
teve duracdo de 90 dias, compreendidos entre os meses de setembro e dezembro
de 2004. Foram utilizados 180 juvenis de piavas, com peso inicial aproximado de 8
gramas e comprimento de 9 cm. Até a fase juvenil, os peixes foram criados em um
tanque de terra com &rea de 1000 metros quadrados, no setor de Piscicultura do
Departamento de Zootecnia, da mesma instituigao.

Antes do inicio do experimento, os animais ficaram em tanques de
polipropileno, para adaptacdo, sendo submetidos durante 10 dias a um tratamento
profilatico com cloreto de sodio (4 g/L de agua). Decorrido o periodo de adaptacéo,

os peixes foram transferidos para tanques de amianto, com pintura



impermeabilizante, volume de 250 L, e submetidos a duas concentracdes de
glifosate diluido em agua: 1,0 mg/L e 5,0 mg/L,mais tratamento controle (0,0mg/L).
As concentracfes, utilizadas para os testes de exposicdo prolongada, foram
escolhidas levando-se em conta as utilizadas nas lavouras (0,36 — 2,16 mg/L), de
acordo com Rodrigues & Almeida (1998). Uma concentragédo entre este intervalo e
uma acima da utilizada.

Foi preparada uma solucdo-méae (estogue) com concentracdo 5000mg/L,
calculada a partir da concentracdo comercializada (48% pura = 480.000 mg de
glifosate por litro), para reposicdo do herbicida nos tanques. Cada tratamento foi
constituido por dois tanques, contendo 30 peixes em cada um, em um sistema
fechado com agua termorregulada (cada tanque continha uma resisténcia elétrica e
um termostato acoplados, com a finalidade de manter a temperatura da adgua em
25°C) e aeragao constante. Os animais foram alimentados duas vezes ao dia (10h e
16h) até a saciedade aparente, com racdo comercial com 38% de proteina bruta,
extrusada (Purina®). A racdo restante foi pesada a cada final de semana nos
mesmos dias e horarios, para estimar a quantidade de racdo consumida em cada
tratamento.

O controle da qualidade da &gua foi realizado através de sifonagem dos
residuos (fezes) de cada tanque, de dois em dois dias (ou conforme necessidades
decorridas de alteracfes). A agua sifonada era reposta na mesma quantidade. Nos
tratamentos que continham inclusdo de glifosate, a reposicéo incluia a diluicdo da
solugdo-mée (estoque), para manter as concentracdes do produto, em cada
tratamento. Foram analisadas as seguintes caracteristicas fisico-quimicas da agua:
temperatura (25 °C), pH (7,4), oxigénio dissolvido (7,2), aménia total (0,007 mg/L) e
nitrito (0,003 mg/L), diariamente. Dureza (30 mg/L de CaCO3) e alcalinidade (35
mg/L de CaCOgj), semanalmente. Para a afericdo da temperatura e oxigénio
dissolvido utilizou-se oximetro YSI (modelo Y5512). Para pH, pHmetro Digimed. Os
valores de amoénia total foram verificados através do reagente de Nessler, segundo
Jeffery et al. (1992), os valores de nitrito, alcanidade e dureza através dos métodos
descritos em Sipauba-Tavares (1994). A agua utilizada para a realizacdo das
andlises foi sempre coletada antes da sifonagem. O abastecimento dos tanques foi
de poco artesiano, sendo que a agua era previamente aerada (no minimo 24 h)
antes da utilizacao.

Realizaram-se biometrias no inicio e a cada 30 dias, onde eram coletados 15
peixes, aleatoriamente, por unidade experimental. Os peixes foram pesados com



balanca digital e medidos com ictibmetro graduado. ApGs as biometrias, os animais
eram devolvidos para os tanques. Os parametros estimados foram: comprimento
total e padrdo, peso meédio individual, taxa de crescimento especifico, biomassa
total, ganho de peso, fator de condi¢cdo e consumo diario de racdo, em percentagem
de peso vivo individual, de acordo com Jobling (1994).

Decorrido o periodo experimental, 15 animais foram aleatoriamente capturados
e sacrificados através do desligamento da medula espinhal com o cérebro. Realizou-
se a coleta dos tecidos (intestino e estdmago), os quais foram imediatamente
congelados em nitrogénio liquido, para posterior andlise das enzimas. O contetdo
digestivo foi descartado e os respectivos érgaos homogeneizados com solucao
tampao Tris pH 7,0, utilizando-se homogenizador potter-elvehjem a 1000 x g durante
2 minutos e centrifugado a 1500 x g / 20 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
utilizados como fonte enzimética, para avaliar a atividade da amilase, protease acida,
tripsina e quimotripsina.

A atividade das enzimas digestivas foi estimada conforme a seguir: amilase,
segundo o método proposto por Bernfeld (1955); protease &cida, de acordo com
metodologia proposta por Hidalgo et al. (1999); tripsina e quimotripsina, segundo
metodologias descritas em Hummel (1959). Todas as metodologias enziméticas
foram modificadas e estdo descritas em Vieira et al. (2005).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com
3 tratamentos e 2 repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a testes de
normalidade, apds foram analisados através de andlise de variancia e teste “F”. As
médias obtidas, quando houveram diferencas significativas, foram comparadas
através de andlise de regressdo. Todas as analises estatisticas realizadas tiveram
um nivel minimo de significAncia de 5%. Ao serem detectadas variaveis com
distribuicdo nao-normal, os dados sofreram transformacdes para que fossem
normalizados. Para a realizacdo das analises estatisticas utilizou-se o pacote
estatistico SAS (1997).

Resultados e Discusséo

Na Tabela 1, encontram-se os dados de crescimento dos alevinos de piava aos
30 dias de exposicdo. Verificou-se que para todos os parametros avaliados, exceto
fator de condicéo e consumo de racdo em relagdo ao peso vivo, houve efeito linear

decrescente em relacdo aos niveis de 1 e 5 mg/L de glifosate, na dgua de criacao.



Cabe ressaltar que o consumo de alimento nédo foi afetado pelo glifosate, porém,
houve grande redugcdo no ganho em peso nos peixes expostos.

Aos 60 dias de experimento (Tabela 2) houve reducéo significativa no peso dos
animais. No entanto, para comprimento padréo e total ndo houve efeito significativo
entre os tratamentos testados. Em relagédo aos 30 dias de experimento, 0 consumo
foi inferior neste periodo, e também n&o houve efeito significativo entre os niveis de
glifosate testados. No final do experimento (90 dias), verificou-se reducao
significativa para a maioria dos parametros de crescimento, nos tratamentos com
incluséo de glifosate, conforme demonstra a Tabela 3. No tratamento com 5mg/L de
glifosate, verificou-se 0os menores valores para comprimento total e padréo, peso
médio, taxa de crescimento especifico, biomassa total e ganho em peso.

Quanto a atividade das enzimas digestivas, pode-se observar na Tabela 4, que
houve um aumento gradativo, a medida que a inclusdo do herbicida, na agua de
criagdo, foi maior. O aumento na atividade das enzimas digestivas pode significar
uma tentativa do organismo de aumentar o aproveitamento do alimento,
compensando outras possiveis perdas, causadas pela intoxicacdo. Alteracdes no
crescimento e peso sugerem que a busca pela manutencdo do organismo, sob a
acao do herbicida, requer uma demanda de energia maior, nesta situagao. Por outro
lado, as reducdes observadas no peso, indicam que a presenca do herbicida, na
agua, interfere no processo de crescimento, mas estas alteracdes ndo podem ser
atribuidas as enzimas digestivas avaliadas, uma vez que ocorre aumento nestas
atividades. Blier et al. (2002) sugerem que o crescimento pode ser determinado por
varios fatores, entre eles: a atividade de enzimas digestivas, a disponibilidade de
oxigénio para o metabolismo dos tecidos e a sintese de proteinas. Neste estudo, 0s
nutrientes oriundos da digestdo foram disponibilizados, porém, tiveram seu
aproveitamento comprometido provavelmente pela acao do herbicida, uma vez que
no grupo controle ndo ocorreu interferéncia no crescimento. Os herbicidas e
pesticidas em geral podem interferir na disponibilidade de oxigénio para os tecidos,
como mostram outros estudos (Oru¢ and Uner, 1999; Gimeno et al., 1995; Begum,
2004). Alteracdes metabolicas também podem interferir no processo de crescimento.
Neste estudo podemos atribuir a reducdo no crescimento a um somatorio de fatores
como: pouco aproveitamento dos nutrientes disponiveis, reducdo do oxigénio nos
tecidos, com consequente reducdo da taxa metabdlica.

Analisando-se os resultados obtidos pode-se concluir que o herbicida glifosate

interfere no crescimento de piavas, e, mesmo concentragcdes baixas, como as



utilizadas nas lavouras, podem causar danos a estes peixes. Embora a atividade das
enzimas digestivas tenha sido aumentada, nos grupos tratados com herbicida, o
aproveitamento dos nutrientes parece comprometido, uma vez que houve reducao
de crescimento. Os parametros testados podem ser indicadores de efeitos toxicos

nestes peixes quando sobrevivem em aguas contaminadas com glifosate.
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Tabela 1. Parametros de crescimento de alevinos de piava, expostos por 30 dias, a
diferentes niveis de glifosate, na 4gua de criacao.

Glifosate (mg/L)

Variavel 0 1 5 Ccv P
Comprimento total (cm)* 11,45 9,93 9,79 6,48 0,0427
Comprimento padréo (cm)? 9,48 8,30 7,77 4,23 0,0114
Peso médio (g)* 16,72 11,01 9,39 17,07 0,0356
Taxa de crescimento especifico 2,16 0,70 0,11 22,45 0,0264
Biomassa total (g)° 1003 660,4 563,4 17,01 0,0348
Ganho em peso (g/dia)® 0,27 0,07 0,02 31,56 0,0362
Fator de condicéo 1,15 1,11 0,98 14,43 0,2512
Consumo diario (Yopeso/dia) 4,55 4,91 5,42 3,34 0,2634

! Efeito linear: Y=10,89-0,2470X ( r2:0,65).

> Efeito linear: Y=9,08-0,2833X ( °=0,86).

% Efeito linear: Y=14,69-1,1622X ( r’=0,77).

* Efeito linear: Y=1,66-0,3362X ( r’=0,75).

® Efeito linear: Y=881,70-69,7321X ( r’=0,77).

® Efeito linear: Y=0,20-0,0395X ( r*=0,78).

Onde y = variavel dependente; X= variavel independente.

Tabela 2. Parametros de crescimento de alevinos de piava, expostos por 60 dias, a diferentes

niveis de glifosate, na agua de criacao.

Glifosate (mg/L)

Variavel 0 1 5 CVv P
Comprimento total (cm) 12,05 11,42 10,88 7,41 0,1830
Comprimento padréo (cm) 9,90 9,23 9,13 8,70 0,3827
Peso médio (g)* 20,39 16,92 14,86 10,76 0,0129
Taxa de crescimento especifico? 1,42 1,06 0,86 16,80 0,0127
Biomassa total (g)* 1223,60 1014,90 891,50 10,55  0,0129
Ganho em peso (g/dia)* 0,20 0,13 0,10 22,12 0,0135
Fator de condigao 1,17 1,25 1,15 29,06 0,8717
Consumo diario (Yopeso/dia) 2,19 2,38 2,48 4,68 0,3548

! Efeito linear: Y=19,26-0,9376X ( r°=0,78).

? Efeito linear: Y=1,31-0,0960X ( r’=0,78).

? Efeito linear: Y=1155,85-56,2571X ( r’=0,78).
* Efeito linear: Y=0,17-0,0160X ( r*=0,79).

Onde y = variavel dependente; X= variavel independente.



Tabela 3. Parametros de crescimento de alevinos de piava, expostos por 90 dias, a

diferentes niveis de glifosate, na 4gua de criacao.

Glifosate (mg/L)

Variavel 0 1 5 CVv P
Comprimento total (cm)* 13,37 11,98 11,70 6,30 0,0333
Comprimento padrdo (cm)? 11,05 9,77 9,62 6,20 0,0093
Peso médio (g)* 25,27 18,15 16,10 10,31  0,0036
Taxa de crescimento especifico 1,18 0,79 0,66 12,33 0,0026
Biomassa total (g)° 15159 1088,8 966,2 10,31  0,0036
Ganho em peso (g/dia)® 0,18 0,10 0,08 18,57 0,0032
Fator de condicéo 1,06 1,05 1,01 7,10 0,6926
Consumo diario (Yopeso/dia) 2,19 2,38 2,48 4,68 0,3548

! Efeito linear: Y=12,87-0,2583X ( r’=0,40).

? Efeito linear: Y=10,58-0,2154X ( r°=0,41).

% Efeito linear: Y=22,75-1,4547X ( r*=0,85).

* Efeito linear: Y=1,04-0,0832X ( r’=0,86).

® Efeito linear: Y=1364,87-87,2857X ( 1’=0,85).
® Efeito linear: Y=0,16-0,0164X ( r*=0,85).

Onde y = variavel dependente; X= variavel independente.

Tabela 4. Enzimas digestivas em estdmago e intestino de piavas, ap6s 90 dias de
exposicdo, a : 0 (sem herbicida), 1 e 5 mg/L, de glifosate. Os valores estdao expressos
com meédia £ erro padrdo da média. Letras diferentes na linha indicam diferenca

significativa em relacéo ao grupo controle (P< 0,05) (n=8).

Glifosate (mg/L)

Enzimas (U/mg proteina) 0 1 5
Amilase estdbmago 0,91°+0,11 1,36°+0,17 1,97%+0,13
Amilase intestino 2,26°+0,11 4,09°+0,02 4,28%+0,02
Protease acida 7,47°+0,25 25,42°+1,21 30,74%#1,45
Tripsina 1,70°+0,04 2,26%+0,12 2,38%+0,08
Quimotripsina 48,75+2,56 144,21%+6,81 107,48°+4,89

As enzimas estdo expressas em: U/mg de proteina, onde U = umol de amido hidrolisado por min para
amilase U = ug de tirosina/min para protease acida, e U = quantidade de enzima necessaria para hidrolisar

1 pg de substrato (TAME ou BTEE) para tripsina e quimotripsina respectivamente.
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Abstract

The effects of glyphosate (1.0 and 5.0 mg/L) on toxicology, hematologic and
metabolic parameters of piavas were evaluated in piavas (Leporinus sp.) after 90
days of exposure. A control group was kept in water without herbicide. Fish were fed
to saciety twice a day with commercial fish pellets (38% crude protein, Purina®).
Water quality was kept by suction of food residues and fecal residues. The water in
the box was renewed every 48 h to maintain herbicide concentration constant during
the exposure period. After experimental period (90 days) fish blood was quickly
collected for determining hematological parameters. Liver, brain and white muscle
were removed and use to determine toxicology parameters. Results indicate that
acetilcolinesterase (AChE) activity significantly decreased in the brain of fish exposed
to 5 mg/L of glyphosate, but in the white muscle this parameter increased. Exposure
to this herbicide produced a decrease in all hematological parameters tested in both
concentrations used. Fish exposed to all glyphosate concentrations showed a
significant decrease in liver glycogen and glucose, but a significant increase in
muscle glycogen after exposure to 5 mg/L herbicide. Muscle glucose was not altered.
Lactate and protein (5 mg/L) of fish exposed to all glyphosate concentrations
increased in the liver. Similar results were showed in the muscle for lactate, but
protein was reduced after exposure to 5 mg/L of glyphosate. These results indicate
that glyphosate affect AChE activity, hematologic and metabolic parameters of
piavas. All parameters tested may be indicators of herbicide contamination after

prolonged exposure.

Keywords: glyphosate, growth, hematological parameters, toxicology parameters,
piava, Leporinus sp.



Introducao

A contaminacdo de aguas de superficie causada pelo uso de herbicidas e
pesticidas, nas atividades agricolas, € um problema de importancia mundial, devido
aos riscos de contaminacdo oriundos desta pratica (Oru¢ and Uner, 1999). O
herbicida comercial glifosate (48%), recebe diferentes denominacdes comerciais
(Giesy et al., 2000), sendo o Roundup®, o mais popular (Munro et al., 2000; Szarek
et al., 2000; Tsui and Chu, 2003), e que foi utilizado para o presente trabalho. Este
herbicida contém um ingrediente ativo o qual € um equivalente acido do sal de
isopropilamina N-fosfometil glicina, sendo considerado um herbicida pés-emergente
e nao seletivo usado para o controle de plantas aquaticas (Abdullah et al., 1995;
Jiraungkoorskul et al., 2002).

As concentracfes de glifosate utilizadas nas culturas de arroz (Oryza sativa) e
soja (Glicyne max) na regido Sul do Brasil variam de 0,36 até 2,16 mg/L. A
solubilidade, em agua, deste herbicida é de 15.700 mg/L, e sua meia vida no solo
varia de 30 a 90 dias (Rodrigues & Almeida, 1998). InformacBes sobre as
caracteristicas toxicas deste herbicida, dos componentes utilizados em sua formula,
bem como seus efeitos em peixes e organismos aquaticos, sdo escassos. De acordo
com Giesy et al. (2000) o glifosate ndo se acumula em animais terrestres e
aquaticos, sendo largamente utilizado ao redor do mundo devido a sua alta
eficiéncia, baixo custo, e também por ser considerado nédo toxico e facilmente
degradado no meio ambiente. Estudos de toxicidade conduzidos em roedores, céaes,
coelhos, invertebrados aquaticos e peixes mostraram que o herbicida é altamente
toxico para as plantas e relativamente pouco toxico para outros animais incluindo
peixes (Williams et al., 2000). Peixes teledsteos podem ser bons indicadores de
contaminagcdo por poluentes devido as suas respostas bioguimicas serem muito
similares as obtidas em mamiferos. A resposta de alguns peixes aos poluentes foi
bem estudada através da medida de parametros hematolégicos e fisiolégicos
(Gimeno et al., 1995; Sancho et al., 1998; Begum, 2004).

A piava (Leporinus sp.) foi escolhida para este estudo por ser uma espécie
nativa da Regidao Sul do Brasil, com bom potencial para o cultivo e aceitacdo pelo
mercado consumidor (Andrian et al., 1994). A medida da atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE), presente nas sinapses colinérgicas e nervos motores, €



bem utilizada por diferentes autores como um biomarcador para monitorar os efeitos
de carbamatos e organofosforados em peixes (Chuiko, 2000; De La Torre et al.,
2002; Fernandez-Vega et al., 2002). A atividade da AChE € muito importante para
muitas funcdes nos peixes, como: deslocamento em direcdo a presa, escape de
predador e orientacdo em direcdo ao alimento. Quando a atividade da AChE
diminui, a acetilcolina excedente da sinapse nao é hidrolisada e acumula-se na
fenda sinaptica, causando uma disfuncdo na transmissdo sinaptica (Dutta and
Arends, 2003). Os objetivos do presente estudo foram investigar os efeitos de
exposicao prolongada ao herbicida glifosate sobre a atividade da acetilcolinestrase,
parametros metabdlicos e hematoldgicos em piavas, como possiveis indicadores de

toxicidade por herbicidas.

Materiais e Métodos

Piavas de ambos os sexos foram obtidas no setor de piscicultura da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS, Brasil). Os peixes (8g e 9cm),
foram aclimatados as condi¢des do laboratério durante 10 dias. Eles foram mantidos
em tanques de 250L com aeracdo e temperatura controladas. Durante o periodo
experimental (setembro a dezembro de 2004), os parametros de qualidade de agua,
monitorados, foram os seguintes: temperatura 25 + 0,5 °C, pH 7,0 + 0,05, oxigénio
7,2 £ 0,2 mg/L. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (10 e 16 h) com
racdo comercial (38% de proteina bruta, Purina®). Residuos de racéo e fezes foram
removidos a cada 2 dias, ou diariamente se necessario. Experimentos preliminares
nao encontraram o valor da CLso para o glifosate, pois todos o0s peixes sobreviveram
até a concentracao de 100 mg/L, demonstrando comportamento de alimentacéo e
natacdo normais. As concentracfes utilizadas, para os testes de exposicao
prolongada, foram escolhidas levando-se em conta as utilizadas nas lavouras (0,36-
2,16 mg/L), uma concentracao entre este intervalo e uma acima da utilizada.

Apébs o periodo de aclimatacdo, grupos de 30 peixes foram distribuidos em
tanques de 250 L e expostos durante 90 dias aos seguintes tratamentos: controle
(0,0 de glifosate), 1,0 e 5,0 mg/L de glifosate. Os tratamentos foram feitos em
duplicata. O herbicida foi adicionado a agua no inicio do experimento, derivado de
uma solugdo estoque, previamente preparada, com concentragdao 5.000 mg/L,
calculada a partir da concentracdo comercializada (48% pura = 480.000 mg de

glifosate por litro). Os parametros de qualidade de agua obtidos durante o periodo



de aclimatacdo foram mantidos durante o experimento. No final do periodo de
exposicao (90 dias), 15 peixes foram amostrados, e o sangue coletado rapidamente
na veia caudal com seringa heparinizada. O sangue total foi utlizado para
determinacado de parametros hematolégicos de acordo com Barcellos et al. (2004). A
seguir, os animais foram sacrificados através do desligamento da medula espinhal
com o cérebro. Os tecidos (cérebro, figado e musculo) foram removidos, congelados
em nitrogénio liquido e estocados a -20°C. O glicogénio do figado e musculo foi
determinado de acordo com Bidinotto et al. (1997). A proteina dos tecidos foi
estimada de acordo com Lowry et al. (1951). Amostras de tecido foram
homogeneizadas com &cido tricloroacético 10% usando um homogenizador de teflon
e depois centrifugadas a 1000 x g por 10 minutos. O sobrenadante desproteinizado
foi utilizado para determinacdo de lactato, conforme Harrower e Brown (1972) e
acucares redutores (Park and Johnson, 1949). Os parametros avaliados foram
padronizados para esta espécie no laboratério de Bioquimica Adaptativa. A atividade
da acetilcolinesterase AChE (EC 3.1.1.7) foi ensaiada conforme descrito por Ellman
et al. (1961) e modificado por Miron et al., (2005). A proteina foi determinada de
acordo com Bradford (1976). Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e, para F significativo, foi feito o pos-teste de Tukey. As médias foram

consideradas significativas a um nivel de 5% (P< 0,05).

Resultados e Discusséo

A atividade da AChE no cérebro dos peixes expostos a 5 mg/L de glifosate
reduziu em 25% quando comparada ao grupo controle. Entretanto, exposicdo ao
glifosate, nesta mesma concentracdo, ndo causa alteragcées significativas no
musculo, mas, ocorre aumento da atividade da AChE (50%) em peixes expostos a 1
mg/L (figura. 1). Inibicdo da AChE em cérebro foi também observada em enguias
(Anguilla anguilla) expostas ao diazinon (0,042 mg/L inibicdo de 75%) (Cerdn et al.,
1996), e Lepomis macrochirus exposto ao endosulfan (0,001 mg/L - 96 h, inibicdo de
16 %) (Dutta and Arends, 2003). Considerando que foram utilizadas concentracdes
maiores que as dos estudos mostrados, comparativamente, a formulacdo do
glifosate utilizada no presente estudo parece ser menos toxica para a AChE de
cérebro que o diazinon e o endosulfan. A atividade da enzima AChE €& muito
utilizada em peixes como um indicador de toxicidade por herbicidas e pesticidas.

Esta enzima é muito importante para a fungdo colinérgica, entre outras, nos peixes.



Quando a atividade da AChE diminui, como neste estudo, a acetilcolina (Ach) ndo é
quebrada e acumula-se dentro da fenda sinaptica, causando desordens como
disturbios no movimento, e alteragbes no comportamento de natacdo. Estas
alteracbes ja foram bem descritas em outras espécies de peixes expostos ao
herbicida atrazina (Saglio and Trijasse, 1998) e diuron (Bretaud et al.,, 2000). A
reducdo da AChE em cérebro, observada em nosso estudo pode ser em parte
devido ao diluente utilizado na férmula do glifosate, mais do que ao glifosate
diretamente. De acordo com Giesy et al. (2000) a CLsg (mg/L) para truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) esta entre: 8,2 - 27 para Roundup®, entre 0,65 — 7,4 para o
POEA (polioxietilenoamino) e entre 140 - 240 para o glifosate puro, mostrando que o
POEA, utilizado na formulacdo dos herbicidas a base de glifosate, como o
Roundup®, é o componente mais toxico.

O figado, que pode ser considerado o centro de detoxificagdo do organismo,
reage primeiro apos estresse causado por agentes toxicos (Sancho et al., 1998).
Neste estudo, piavas expostas ao glifosate mostraram reducdo significativa no
glicogénio hepatico em todas as concentra¢gfes testadas, e reducdo na glicose na
concentracdo de 5 mg/L quando comparadas aos valores controle (tabela 1).
Aumento significativo na proteina (5 mg/L) e lactato, em todas concentracoes
testadas, também foi observado (tabela 1). O tecido muscular aumentou o glicogénio
na concentragdo 5 mg/L enquanto a glicose nao alterou significativamente em
ambas concentracdes testadas. Os niveis de proteina muscular diminuiram na
concentracdo de 5 mg/L, enquanto o lactato aumentou significativamente em ambas
concentracdes testadas (tabela 1). A reducdo no glicogénio hepatico observada
neste estudo pode indicar que o estresse causado pelo herbicida é seguido de uma
deplecdo do glicogénio hepético. A elevacdo do lactato também indica desordens
metabolicas e uma resposta fermentativa a reducdo do glicogénio. Sancho et al.
(1998) observaram a mesma resposta quando enguias foram expostas ao
fenitrothion. Reducdo de glicogénio hepéatico e muscular, depois de estresse
causado por herbicidas e pesticidas, ja foi bem documentado por vérios autores
(Ghosh, 1987; Shobba et al., 1989; Sancho et al.,, 1998; de Aguiar et al., 2004).
Entretanto, o padrdo da resposta parece ser bem especifico para cada espécie de
peixe. Glicogénio de musculo mostrou-se reduzido em Clarias batrachus exposto ao
organofosforado rogor (Begum and Vijayaraghavan, 1999), mas mudangcas nao
foram observadas nos estoques de glicogénio hepatico de Anguilla anguilla expostas
ao fenitrothion (1/10 CLso) (Sancho et al., 1997).



A reducdo da proteina muscular pode ser uma resposta a demanda de
energia requerida nesta situacdo, de exposicdo prolongada ao glifosate. A alta
demanda energética leva a estimulacdo do catabolismo proteico em outras espécies
de peixes (Sancho et al., 1998; Begum, 2004). Reducdo de conteudo protéico, no
plasma e tecidos, ja foi bem documentado por outros autores como uma
hipoproteinemia generalizada, em peixes, apds exposicdo a téxicos (Sancho et al.,
2000). Os valores controle dos parametros hematoldégicos medidos no presente
estudo (Tabela 2), sdo similares aqueles observados por Sancho et al. (2000) em A.
anguilla expostas ao pesticida molinato. Os efeitos observados em piavas incluem
reducdo nos valores de hematdécrito, hemoglobina e contagem de eritrécitos, e
podem refletir um principio de anemia nestes peixes. Uma condicdo de anemia
geralmente pode ser indicada pela reducdo no hematdécrito, hemoglobina e perda de
proteina plasmatica (Sancho et al., 2000). De acordo com Barcellos et al. (2003), a
condicdo anémica é determinada pela reducdo no conteudo de hemoglobina.
Estudos de Anton et al. (1994), também mostraram efeitos da toxicidade do glifosate
para peixes. O presente estudo revela que a exposicdo de piavas ao glifosate
produz uma reducdo na atividade da AChE em cérebro e em alguns parametros
hematoldgicos. As respostas obtidas podem ser utilizadas como bons indicadores de

toxicidade pelo glifosate nos tecidos de piavas em exposicao prolongada.
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Tabela 1. Metabdlitos em figado e muasculo de piavas expostas a diferentes niveis

de glifosate, na 4gua de criacao, durante 90 dias.

Metabdlitos Glifosate (mg/L)

Figado 0 1 5
Glicogénio 5,752+0,33 3,37°+ 0,08 3,68°+0,12
Glicose 36,72+0,82 36,252+1,61 30,75°+1,53
Lactato 7,08°+0,08 13,76%+0,62 12,522 +0,35
Proteina 165° +5,32 151,2°+3,21 199,52 +6,15
Musculo

Glicogénio 2,21°+0,05 2,22+ 0,06 2,552 + 0,08
Glicose 0,392+0,06 0,412 +0,01 0,462 +0,03
Lactato 22,9°+0,86 35,3° +1,22 52,92 +0,70
Proteina 1412 +3,40 135 +4 .10 128P +1,42

Os dados representam a média + desvio padrdo. Glicogénio, glicose e lactato foram expressos em
umol/g de tecido e proteina em mg/g de tecido. Letras diferentes na linha, indicam diferenca, entre os

tratamentos, pelo teste de Duncan (P<0,05), (n=8).

Tabela 2. Parametros hematoldgicos de piavas apds exposicdo a diferentes niveis

de glifosate, na agua de criacéo, por 90 dias.

Glifosate (mg/L)

Parametros 0 1 5
Hematdcrito (%) 26,3 + 2,02 23,6 + 0,50 24,0+0,44"
Hemoglobina (g/dL) 10,2 +0,46 8,78 + 0,32 8,31+ 0,55
Eritrécitos (x108/mm®) 1,97 +0,04 1,70 +0,02" 1,75 +0,06"
Leucécitos (x103/mm?) 127,5 +1,30 1255+ 3,31 124 +1,13

Dados representam a média + desvio padréo, (n=8). " na linha indica diferenca em relacdo ao grupo
controle ( 0 mg/L) (P<0,05).
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Figura 1. Atividade da acetilcolinesterase em cérebro e musculo de piavas expostas a diferentes
niveis de glifosate, por 90 dias. Os valores representam a média * erro-padrao (n=8).* indica
diferenca significativa em rela¢@o ao grupo controle (0 mg/L) (P<0,05).



5. CONCLUSOES

* As alteracfes na atividade da acetilcolinesterase e intermediarios metabdlicos,
indicam mecanismos de acomodacdo dos animais a sobrevivéncia, em agua de
criacdo, com o herbicida glifosate.

* A reducdo nos parametros hematécrito e hemoglobina, indicam um principio de
anemia. No caso da reducdo da hemoglobina, os tecidos tiveram menos
disponibilidade de oxigénio.

* O aumento na atividade das enzimas digestivas evidencia uma tentativa do
organismo de aumentar o aproveitamento do alimento, compensando outras
possiveis perdas causadas pela intoxicacao.

* As alteracbes no crescimento e peso mostram que, quando em aguas
contaminadas com o herbicida glifosate, e em exposi¢ao prolongada, estes peixes

apresentam reducao no crescimento.
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	Na Tabela 1, encontram-se os dados de crescimento dos alevinos de piava aos 30 dias de exposição. Verificou-se que para todos os parâmetros avaliados, exceto fator de condição e consumo de ração em relação ao peso vivo, houve efeito linear decrescente em relação aos níveis de 1 e 5 mg/L de glifosate, na água de criação. Cabe ressaltar que o consumo de alimento não foi afetado pelo glifosate, porém, houve grande redução no ganho em peso nos peixes expostos. 
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