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RESUMO

Herbicidas a base de glifosato sdo amplamente utilizados em todo o mundo devido a
sua eficacia e pelo fato de serem relativamente ndo-toxicos para espécies nao-alvo.
O uso indiscriminado desses praguicidas podem levar a consequéncias graves em
termos de saude humana e desequilibrio de ecossistemas. O presente trabalho
avaliou a toxicidade aguda do ingrediente ativo (GLI) e duas formulacdes a base de
glifosato, Roundup Original (RUP) e Glifosato de AKB 480 (AKB), em diferentes
organismos: sementes de pepino (Cucumis sativus), alface (Lactuca sativa) e tomate
(Lycopersicon esculentum), microcrustdceo Artemia salina e fases iniciais de
desenvolvimento de zebrafish (Danio rerio). Para o endpoint de germinacéo, L.
esculentum mostrou-se sensivel a exposi¢cdo ao AKB com CE50 de 702,10 mg/L e L.
sativa para a exposicdo ao GLI com CE50 de 612,30 mg/L. No entanto, as trés
substancias induziram efeito toxico significativo no alongamento da raiz de todas as
espécies testadas. GLI, RUP e AKB induziram toxicidade significativa para A. salina
e foram classificados na Categoria Ill de acordo com critérios do Sistema
Globalmente Harmonizado de Classificagdo (GHS). No entanto, o0 RUP (CL50-48h
de 39,4 mg/L) foi mais téxico do que GLI (CL50-48h de 65,24 mg/L) e AKB (CL50-
48h de 104,20 mg/L). Para o teste de toxicidade com as fases iniciais de zebrafish,
RUP (CL50-96h de 28,23 mg/L) provou ser mais toxico para o parametro de
mortalidade do que AKB (CL50-96h de 75,33 mg/L) e GLI (CL50 > 100 mg/L),
enguanto que para o endpoint de eclosdo, AKB (CE50-48h de 6,23 mg/L) mostrou-
se mais toxico do que o RUP (CE50-48h de 8,29 mg/L) e a exposicdo GLI ndo
afetou a eclosdo das larvas. Concluiu-se que, tanto o ingrediente ativo glifosato,
quanto as formulacbes AKB e RUP foram fitotdxicos para as trés espécies de
sementes e induziram efeitos toxicos em organismos nao-alvo como A. salina e
zebrafish. Além disso, nossos dados apontam para a necessidade de avaliacdo das
diversas formulacdes a base de glifosato, uma vez que as mesmas apresentam

diferentes potenciais toxicos para diferentes organismos.

Palavras-chave: Glifosato, Roundup®, Glifosato AKB 480, Toxicidade aguda,
Fitotoxicidade.



ABSTRACT

Glyphosate-based herbicides are the most commonly used worldwide due to their
effectiveness and they are relatively non-toxic to non-target species. Unlimited and
uncontrolled use of such pesticides can lead to serious consequences in terms of
human health and ecological balance. We evaluated the acute toxicity of active
ingredient glyphosate (GLI) and two glyphosate-based formulations, Roundup
Original (RUP) and Glyphosate AKB 480 (AKB) on different organisms: seeds of
cucumber (Cucumis sativus), lettuce (Lactuca sativa) and tomato (Lycopersicon
esculentum), microcrustacean Artemia salina and zebrafish (Danio rerio) early life
stages. For germination endpoint, L. esculentum presented sensitivity (EC50 =
702.10 mg/L) for AKB and L. sativa for GLI exposure (EC50 = 612.30 mg/l) whereas
the three substances induced significant toxic effect on root elongation of all tested
species. GLI, RUP and AKB induced significant toxicity to A. salina and were
classified as Category Ill according to Globally Harmonized Classification System
(GHS) criteria. However, RUP (LC50-48h of 39.4 mg/L) was more toxic than GLI
(LC50-48h of 65.24 mg/L) and AKB (LC50-48h of 104.20 mg/L). For embryo-larval
toxicity test, RUP proved be more toxic than AKB for mortality endpoint (LC50-96h of
28.23 and 75.33 mgl/L, respectively) and GLI (LC50 > 100 mg/L) while for hatching
parameter, AKB (EC50-48h of 6.23 mg/L) was more toxic than RUP (EC50-48h of
8.29 mg/L) and GLI exposure did not affect the hatching process. We concluded that
active ingredient (GLI), AKB and RUP glyphosate-based formulations are phytotoxic
and induce toxic effects in non-target organisms like A. salina and zebrafish early life
stage. In addition, our results shows the evaluation necessity of glyphosate-based

formulations, once they present different toxic potentials on different organisms.

Keywords: Glyphosate, Roundup®, Glyphosate AKB 480, Acute toxicity,
Phytotoxicity
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1 INTRODUCAO

1.1 Contaminacé&o dos ecossistemas aquaticos

A agua é um recurso de alta complexidade, dependente de um ciclo dinamico
de chuva, escoamento e evaporagdo, com enormes variagdes temporais e
espaciais, bem como variagbes na qualidade que determinam o seu valor para 0s
seres humanos e ecossistemas (RIJSBERMAN, 2006).

Embora a maior parte do planeta seja coberto por agua, esse recurso em sua
grande maioria encontra-se em formas indisponiveis para 0S seres Vivos
(ROBARTS; WETZEL, 2000). A pequena parcela renovavel proporciona inUmeros
beneficios desde a manutencéo da biota aquatica até irrigacdo de campos agricolas,
dessedentacdo de animais, producdo industrial, recreagcdo e consumo humano
(ROSENBERG; MCCULLY; PRINGLE, 2000).

De acordo com dados da UNESCO, as aguas doces representam apenas
2,7% da disponibilidade hidrica total do planeta. Desse total, a maior parcela (77,2%)
se encontra em estado de inutilizacdo, mostrando que a quantidade de agua doce
disponivel para o consumo humano, presente nos lagos, rios e aquiferos de menor
profundidade, representa menos de 1% da disponibilidade hidrica mundial
(VARGAS, 1999).

Considerando o uso indiscriminado desse recurso, estima-se que em 2025
cerca de 1,8 bilhdes de pessoas estardo vivendo sob a escassez absoluta de agua,
e que dois tercos da populacdo do mundo poderéo viver em condicdes graves de
estresse hidrico, ou seja, o limiar para satisfazer as necessidades de agua para a
agricultura, a induastria, uso doméstico, energia e meio ambiente (WHO, 2007,
UNEP, 2007).

Adicionalmente, a escassez de agua agrava os efeitos de fatores
relacionados ao estresse hidrico como, alteracdes geomorfoldgicas, mudancas de
uso da terra, a captacdo de agua, patdgenos e contaminacao organica e inorganica,
resultando na diminuicdo da qualidade da mesma (NAVARRO-ORTEGA et al.,,
2015).

Ha diversos tipos de substancias presentes na agua que sao consideradas
contaminantes emergentes, tais como medicamentos, produtos de higiene pessoal,
praguicidas, retardantes de chama, corantes, hormonios, protetores solares,

nanomateriais e toxinas de algas. Esses contaminantes podem ser definidos como
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substancias cuja ocorréncia ou relevancia no ambiente foi constatada recentemente
ou sua ocorréncia e persisténcia estdo relacionadas a niveis significativamente
diferentes do esperado e, seus riscos sobre a saude humana e ambiental ainda
permanecem incertos (RICHARDSON, 2008; MATAMOROS et al., 2012; US-EPA,
2014).

As propriedades fisico-quimicas como, solubilidade em &agua, presséo de
vapor, polaridade, sdo fatores determinantes para o0 comportamento de um
contaminante emergente no ambiente (DEBLONDE; COSSU-LEGUILLE;
HARTEMANN, 2011). Eles podem ser degradados por processos bioldgicos, fisicos
ou quimicos gerando subprodutos com um perfil toxicolégico diferente do composto
original (JAHAN et al., 2008). No entanto, alguns compostos ndo sdo degradados
com facilidade podendo persistir no ambiente e se acumular entre niveis troficos
representando, desse modo, riscos a satde humana e ambiental (LA FARRE et al.,
2008). Os contaminantes persistentes no solo, por exemplo, podem ser lixiviados
para aguas subterraneas ou ainda, transportadas para aguas superficiais através de
escoamento (OECD, 2012).

1.2 Praguicidas

Segundo a Organizacdo das Nac¢des Unidas para a Alimentacdo e Agricultura
(Food and Agriculture Organization — FAQO), os praguicidas sdo produtos quimicos
ou quaisquer substancias ou mistura de substancias destinadas a prevencao,
destruicdo ou ao controle de pragas, incluindo vetores de doencas humanas e
animais, que possam causar prejuizo ou interferir na producéo, elaboracéao,
armazenagem, transporte ou comercializacao de alimentos, para homens e animais,
de produtos agricolas e da madeira, ou que possam ser administrados aos animais
para combater insetos, aracnideos ou outras pragas dentro de seus corpos e ainda,
regular crescimento de plantas (ALONZO; CORREA, 2014).

Outras denominacdes como, praguicidas, agrotoxicos, defensivos agricolas,
agroquimicos, pesticidas, desinfestantes, biocidas sdo dadas as substancias ou
misturas de substancias, naturais ou sintéticas, destinadas a repelir ou combater
pragas, organismos que podem: a) consumir ou deteriorar materiais usados pelo
homem, incluindo-se ai os alimentos; b) causar ou transmitir doencas ao homem ou
a animais domésticos (SUCEN, 2001).
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No Brasil a Lei Federal n° 7.802/1989 intitulada Lei de Agrotoxicos,
regulamentada pelo Decreto n°® 4.074/2002 esclarece o que pode ser legalmente
considerado como agrotoxicos e componentes” no Capitulo I, Artigo 2.°, incisos XX e
XXI como:

XX - agrotoxicos: Os produtos quimicos destinados ao uso nos
setores de producao, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicao da flora e da fauna, a fim de preserva-las
da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como substéancias e produtos, empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento;

XXI - componentes: 0s principios ativos, os produtos técnicos,
suas matérias-primas, os ingredientes inertes e aditivos usados

na fabricacdo de agrotoxicos e afins; (BRASIL, 1989).

No Brasil, a comercializacdo de praguicidas depende do registro que €
realizado em conjunto e mediante a avaliacdo e aprovacao por parte dos 6érgaos
federais responsaveis pelos setores de saude (Ministério da Saude/Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA), de meio ambiente (Ministério do Meio
Ambiente/Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
— IBAMA) e de agricultura (Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento —
MAPA) tendo como principal finalidade a avaliacdo da eficacia do produto e a
comprovacao da seguranca para saude humana e ambiental (IBAMA, 2014).

Nesse contexto, para um novo praguicida ser registrado, é necessario que
sua acdao toxica seja igual ou menor do que a de outros praguicidas ja existentes e
destinados ao mesmo fim (PALAEZ; TERRA; DA SILVA, 2010). A comprovacédo da
diferenca de toxicidade se da por meio de verificacdo entre as caracteristicas fisico-
qguimicas de um praguicida ja registrado (referéncia) e aquele candidato ao registro
(equivalente) (BRASIL, 2002).

Em 2006, o Decreto n° 5.981 trouxe uma simplificagdo no processo de
registro por meio de trés requisitos. Na primeira fase apresentam-se laudos técnico-

cientificos dos processos de sintese e fisico-quimicos. Entdo, caso 0 novo
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praguicida apresente os mesmos parametros de equivaléncia daquele de referéncia,
0 mesmo € aprovado. Caso contrario, uma segunda fase é aplicada com avaliacdes
guanto a toxicidade aguda e mutagenicidade. Se os resultados obtidos na segunda
fase forem insatisfatérios, a terceira fase sera a avaliacdo da toxicidade cronica.
Assim, se 0 novo praguicida for equivalente aquele de referéncia em uma das fases
de avaliacao, o registro é concedido (BRASIL, 2006).

A avaliacdo da toxicidade ambiental dos praguicidas € estabelecida conforme
disposto no inciso Il, Artigo 7° do Decreto n° 4.074/02 que diz que cabe ao Ministério
do Meio Ambiente realizar a avaliacho ambiental dos agrotoxicos, seus
componentes e afins, estabelecendo suas classificacdes quanto ao potencial de
periculosidade ambiental (PPA) (IBAMA, 2015).

O intuito dessa avaliacdo é estabelecer critérios que permitam a utilizacdo
racional e segura de praguicidas, a fim de preservar a qualidade dos recursos
naturais. Desse modo, é solicitado aos registrantes uma série de estudos fisico-
guimicos, toxicologicos e ecotoxicologicos para que seja possivel a caracterizacao
do produto, conhecimento de seu destino nos compartimentos ambientais, bem
como sua toxicidade a diferentes organismos. Além disso, os estudos devem ser
realizados por laboratérios nacionais ou internacionais que respeitem as Boas
Praticas de Fabricagdo (BPL) e valer-se de metodologias nacionais ou
internacionalmente aceitas e validadas (IBAMA, 2015).

Nesse estudo foram avaliadas a ecotoxicidade de duas formulacbes a base
de glifosato, o Roundup (RUP) como formulagédo de referéncia e o Glifosato AKB
480 (AKB) como formulagéo equivalente.

Desde 1975, o Brasil encontra-se entre 0s seis maiores mercados
consumidores de praguicidas (TERRA, 2008; NETO; SARCINELLI, 2009). De acordo
com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a partir de 2008, esse
pais passou a ocupar o primeiro lugar no ranking mundial de consumo desses
compostos. (ANVISA, 2010; DE LIZ OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013; HARAYASHIKI
et al. 2013; CATTANI et al., 2014).

Em 2010, os praguicidas com acao herbicida lideraram o mercado de
produtos mais comercializados, representando 33% (2.428 milhdes de dolares) das
vendas em todo pais (SINDAG, 2012). Além disso, o consumo anual de praguicidas

no Brasil aumentou muito nos ultimos anos e esse uso extensivo é justificado pelo
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aumento da atividade agricola, fazendo do pais um dos maiores produtores de
alimento do mundo (CATTANI et al., 2014).

Outra justificativa para esse aumento, deve-se ao fato de que o Brasil
apresenta uma parcela significativa da area plantada de culturas geneticamente
modificadas do mundo (23%), e ainda, o aumento do plantio dessas culturas,
principalmente, a soja transgénica, tem levado ao aumento do uso de herbicidas

com destaque especial para o glifosato (GOMES et al., 2014).

1.2.1 Glifosato

De acordo com o Relatério de Comercializacdo de Agrotoxicos elaborado
anualmente pelo IBAMA, o glifosato € o ingrediente ativo com destaque nas
formulacbes de herbicidas, representando, em 2012 uma grande parcela do
mercado com mais de 180.000 toneladas em vendas (IBAMA, 2010).

A molécula de glifosato, N-(fosfometil)glicina, foi sintetizada pela primeira vez
em 1950 por um pesquisador de uma pequena empresa farmacéutica suica (Cilag),
Henri Martin. No entanto, o composto ndo apresentou finalidade farmacéutica. Uma
década mais tarde, ap6s a venda da empresa Cilag para a distribuidora de produtos
quimicos, Aldrich Chemical Co., a molécula de glifosato chamou atencdo de
pesquisadores da Monsanto Company (FRANZ et al., 1997; DILL et al., 2010).

Sua acdo herbicida foi descrita por Baird e colaboradores em 1971 e
reivindicada pela Monsanto que, mais tarde, introduziria esse composto no produto
formulado Roundup®. Em meados dos anos 70, o glifosato liderou o mercado de
praguicidas e tornou-se o herbicida mais comercializado do mundo para o controle
de ervas daninhas em areas agricolas e ndo-agricolas (AGUIAR et al., 2016).

O glifosato pertence ao grupo dos fosfonatos e apresenta estrutura quimica
(FIGURA 1) similar a classe dos organofosforados, com a diferen¢a na substituicdo
de um dos atomos de oxigénio ligado ao fosforo pelo aminoacido natural glicina
(BAIRD, 2002).
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FIGURA 1. Formula estrutural do glifosato (N-fosfometil glicina).
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Esse composto € um potente herbicida pés-emergente, de largo espectro, ndo
seletivo, com acdo sob 76 espécies de plantas daninhas. O mecanismo de acdo
primério deste herbicida se da por inibicdo competitiva da enzima 5-enolpiruvil-
chiguimato-3-fosfato-sintase (EPSPs). Esta enzima participa da via de
metabolizacdo do acido chiquimico, e quando nao € ativada, ndo promove a sintese
de triptofano, fenilalanima e tirosina, aminoacidos essenciais responsaveis pela
sintese de precursores de ligninas, flavonoides, taninos e outros compostos
fendlicos (COLE, 1985; FRANZ, 1985; BAI; OGBOURNE, 2016; GOMES et al.,
2017), como mostra a FIGURA 2.
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FIGURA 2. Esquematizacdo da acdo do glifosato na rota metabdlica do &cido
chiquimico.
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Fonte: Adaptado de Graham e Webb (1991).

Uma vez pulverizado, ocorre uma rapida translocacado das folhas para as
raizes levando a eliminacdo total de plantas invasoras (FRANZ, 1985; SHANER,
2009). A presenca de surfactante nas formulacbes de herbicidas faz-se
determinante, uma vez que o mesmo tem a funcdo de aumentar a eficiéncia de
penetragéo do ingrediente ativo no interior das plantas (YAMADA; CASTRO, 2007).

Ap0s aplicacéo, os sintomas observados sao clorose foliar (amarelamento do
limbo foliar) e, por consequéncia, necrose. Plantas tratadas com glifosato morrem de
maneira lenta, em dias ou semanas, e em decorréncia ao transporte sistémico do
composto, nenhuma parte da planta sobrevive (GRUYS; SIKORSKI, 1999).

Desde que foi introduzido no mercado de praguicidas, o uso do glifosato
tornou-se uma prética frequente, devido a sua grande eficacia contra plantas

daninhas, apresentando mais de 750 formulagdes registradas (TONI; SANTANA,
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ZAIA, 2006; DOMINGUEZ et al.,, 2016). As formulagbes comerciais variam na
composicdo quimica de acordo com as suas aplicagbes, podendo apresentar maior
ou menor toxicidade (WEBSTER et al., 2014). De acordo com Folmar et al. (1979), o
produto formulado apresenta toxicidade mair quando comparado ao ingrediente ativo
puro.

Essas formulacdes séo constituidas por glifosato em diferentes concentracdes
e acrescidas de ingredientes inertes, como os surfactantes, que sdo derivados de
acidos graxos, conhecidos como taloaminas polietoxiladas (POEASs) e encontrados
em concentracbes de 10 a 20% (m/v) (HOWE et al.,, 2004; RELYEA, 2006). A
formulacdo a base de glifosato mais amplamente utilizada é denominada por
Roundup®. Ela contém glifosato sobre a forma de acido equivalente e de sal de
isopropilamina, além de ingredientes inertes que aumentam a eficacia desse
ingrediente ativo (TSUI; CHU, 2003).

A TABELA 1 apresenta algumas formulagdes a base de glifosato com suas
respectivas concentracdes de ingrediente ativo e substancias inertes.

Embora a formulacdo equivalente AKB, objeto desse estudo apresente falhas
na apresentacdo do rétulo com relacdo a informacdes como tipo e concentracao de
compostos inertes, fundamentais para a interpretacdo da toxicidade, esse composto
é bastante comercializado na regido Centro-Oeste, devido a sua facil aquisicdo (sem
receitudario agronémico). Contudo, essa formulacdo como mostra a TABELA 1 é
equivalente a Roundup®, pois apresenta em seu conteudo 48% (m/v) de sal de
isopropilamina de glifosato e 36% (m/v) de equivalente acido de N-(fosfonometil)

glicina.
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TABELA 1. Formulagbes comerciais & base de glifosato com suas respectivas
composicdes e concentracoes.

Formulacéao Concentracao de ingrediente ativo  Concentragcéo de
(% m/v) substéancias

inertes (% m/v)

a

Glifosato AKB 480 Sal de isopropilamina de glifosato
(AKB) (48%) e equivalente acido de N-
(fosfonometil) glicina (36%)
Roundup® Original Sal de isopropilamina de glifosato 68,4%
(RUP) (48%) e equivalente acido de N-
(fosfonometil) glicina (36%)
Roundup® Transorb Sal de potassio de glifosato (58%) e 82%
equivalente acido de N-(fosfonometil)
glicina (48%)
Roundup® WG Sal de amonio de glifosato 79,25% e 20,7%
equivalente acido de N-(fosfonometil)
glicina (48%)
Touchdown® Sal de potassio de glifosato (62%) e 74%
equivalente &cido de N-(fosfonometil)
glicina (50%)
Glifos® Sal de isopropilamina de glifosato 65,7%
(48%) e equivalente acido de N-
(fosfonometil) glicina (36%)
Rodeo® Sal de isopropilamina de glifosato 46,2%
(53,8%)

---% A concentracéo de substancias inertes ndo ¢ informada no rétulo do produto.
Fonte: o autor.

Devido a remocdo da patente para a producdo e comercializacdo do
Roundup®, a utilizacdo continua e indiscriminada de herbicidas a base de glifosato
no meio ambiente, faz desses praguicidas uma preocupacdo ecotoxicolégica uma
vez que tanto fatores ambientais quanto as substancias inertes presentes em sua
composi¢cdo podem modificar a toxicidade de um produto (FISHER, 1990; TSUI;
CHU, 2003; DE LIZ OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013; HARAYASHIKI, et al., 2013).
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O glifosato entra no solo através da pulverizagédo direta e, quando aplicado,
espera-se que apoOs sua agdo o composto seja completamente degradado e
eliminado do ambiente. Apds aplicacéo, parte do composto que néo atinge o alvo é
depositado no solo e desse modo, ocorrem processos que determinam seu destino
final (MORAES; ROSSI, 2010). Para o glifosato no solo os processos mais
importantes incluem: formacéo de complexos em agua com fons metélicos de Ca*,
Mg**, absorcdo e metabolismo por plantas, biodegradacdo por microrganismos e
sorcdo com sedimentos ou particulas suspensas em agua e solo (PRATA, 2002).

A sorcdo € um processo fisico-quimico de interagdo praguicida-sedimento-
adgua que varia de acordo com o tipo de solidos no solo e caracteristicas fisico-
guimicas do praguicida. Sabe-se que, quanto menor a solubilidade de uma molécula
em agua, maior é sua capacidade de sorcdo no solo. Entretanto, 0 comportamento
do glifosato contraria esta regra, por ser um composto altamente sollvel em agua,
mas com grande capacidade de sorcdo (NOMURA; HILTON, 1977; MORAES;
ROSSI, 2010).

A sorcdo desse composto se apresenta em duas fases: a primeira € rapida,
correspondendo a maior parte da retencdo do glifosato, seguida por um longo
periodo de degradacdo (NOMURA; HILTON, 1977; MORAES; ROSSI, 2010). Devido
as suas caracteristicas, o glifosato apresenta grande afinidade pela maioria dos
solos apresentando uma adsorcdo nas primeiras quatro horas apdés a aplicacéo
(FRANZ; MAO; SIKORSKI, 1997). Esse fenbmeno reduz parte de sua acédo potencial
levando ao aumento das quantidades de glifosato utilizadas. Uma vez adsorvido, o
glifosato pode permanecer como residuo no ambiente até sua completa
mineralizacdo, processo que pode durar dias ou meses, dependendo das
caracteristicas do solo, como textura, pH, conteudo de carbono organico, entre
outras (TONI; SANTANA; ZAIA, 2006).

A atividade microbiana também é um fator determinante para a presenca de
glifosato no solo, pois 0s microrganismos Sao 0S principais responsaveis por sua
degradacdo e o utilizam como fonte de energia, fésforo, nitrogénio e carbono,
gerando dois subprodutos: AMPA (&cido aminometilfosfénico) como metabalito
principal e sarcosina como metabdlito intermediario (DICK; QUINN, 1995; MATTOS
et al., 2002).

O uso de herbicidas na agricultura também pode resultar na contaminagéo

dos corpos hidricos (aguas subterraneas e superficiais) atraves da lixiviagdo e do
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escoamento superficial desses compostos presentes no solo (PRATA et al., 2000).
O glifosato pode persistir em agua superficiais até 60 dias apds a sua aplicagéo,
mesmo sendo completamente soltvel (SILVA et al., 2003; QUEIROZ et al., 2011).
Além disso, dados da literatura mostram que a meia-vida para o glifosato a 25°C em
locais de baixa intensidade de luz é de até 47 dias, estendendo-se até 267 dias na
mesma temperatura e aumentando para 361 dias a 31°C na auséncia completa de
luz (MERCURIO et al., 2014).

1.3 Avaliagao ecotoxicoldgica

Ensaios ecotoxicoldégicos mostram que a toxicidade do glifosato pode variar
de ndo-téxico a ligeiramente toxico para animais. No entanto, essas informacoes
sobre o ingrediente ativo ndo podem ser transferidas a formulacbes a base de
glifosato, uma vez que, os ingredientes inertes adicionados a ela podem ser mais
toxicos do que o proprio ingrediente ativo (WAGNER et al., 2013).

Inidmeros estudos demonstraram que os ingredientes inertes em formulagcdes
a base de glifosato podem ser mais toxicos a organismos ndo-alvo do que o
ingrediente ativo sozinho. Portanto, as formula¢des sdo misturas quimicas e devem
ser consideradas nas avaliagbes de toxicidade, como um todo (FOLMAR et al.,
1979; USDA-FS, 1997).

A TABELA 2 fornece uma comparacdo de dados de toxicidade aguda entre
acido e sal de glifosato, a formulacdo Roundup® e seu principal ingrediente inerte,
POEA em valores de concentracfes letais médias (CL50) para diferentes espécies

de organismos.
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TABELA 2. Toxicidade aguda (CL50-96h em mg/L) de diferentes espécies de
organismos expostos ao acido e sal de glifosato, a formulacdo Roundup® e seu
principal ingrediente inerte, POEA.

Substéancia Espécie CL50 Referéncia
teste (mg/L)
Acido de Chlorella pyrenoidosa 590 (MAULE; WRIGHT, 1984)
glifosato
Pseudokirchneriella 485 (NATEC, 1990)
subcapitata
Skeletonema costatum 2,27 (TSUI; CHU, 2003)
Sal de Pseudokirchneriella 41 (TSUI; CHU, 2003)
2 glifosato subcapitata
? Skeletonema costatum 5,90 (TSUI; CHU, 2003)
Roundup Chlorella pyrenoidosa 58,60 (HERNANDO et al., 1989)
Pseudokirchneriella 5,80 (TSUI; CHU, 2003)
subcapitata
POEA Pseudokirchneriella 2,63 (TSUI; CHU, 2003)
subcapitata
Skeletonema costatum 2,24 (TSUI; CHU, 2003)
Acido de Acartia tonsa 36 (TSUI; CHU, 2003)
glifosato
Ceriodaphnia dubia 147 (TSUI; CHU, 2003)
Daphnia magna 780 (TSUI; CHU, 2003)
" Sal de Acartia tonsa 49 (TSUI; CHU, 2003)
S glifosato
g Ceriodaphnia dubia 415 (TSUI; CHU, 2003)
g Daphnia magna 930 (BEYERS, 1993)
I~ Roundup Acartia tonsa 1,80 (TSUI; CHU, 2003)
= Ceriodaphnia dubia 5,40 (TSUI; CHU, 2003)
Daphnia magna 3,00 (FOLMAR et al., 1979)
POEA Acartia tonsa 0,38 (TSUI; CHU, 2003)
Ceriodaphnia dubia 0,77 (TSUI; CHU, 2003)
Daphnia pulex 2,00 (MOORE et al., 1987)
Acido de Cypirinus carpio 620 (NESKOVIC et al., 1996)
o~ glifosato
) Oncorhynchus mykiss 22,19 (WAN et al., 1989)
o Sal de ctalurus punctatus 130 (FOLMAR et al., 1979)
e glifosato
-cgc Oncorhynchus mykiss 140 (FOLMAR et al., 1979)
o Roundup Cypirinus carpio 3,10 (LIONG et al., 1988)
% Oncorhynchus mykiss 8,40 (MORGAN et al., 1991)
> POEA Ictalurus punctatus 13 (FOLMAR et al., 1979)
Oncorhynchus mykiss 0.65 (FOLMAR et al., 1979)
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De acordo com o Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo (GHS),
o glifosato € categorizado na categoria lll (perigoso para o ambiente) para toxicidade
aguda aquatica utilizando peixes (CL50-96h), crustaceos (CL50-48h) e uma espécie
de alga (CL50-72h) como organismos testes para estabelecer o parametro de
toxicidade (GHS, 2007). Todavia, dados da literatura sugerem que a elevada
toxicidade dos herbicidas a base de glifosato, principalmente em organismos
aguaticos, esta relacionada aos ingredientes inertes (surfactantes) e nao ao
ingrediente ativo puro (WAGNER et al., 2013).

Além disso, o potencial impacto de muitos contaminantes ambientais como, o
glifosato, pode estar relacionado ao seu movimento e a sua distribuicdo através dos
ecossistemas, ou seja, a transferéncia entre os compartimentos ambientais ou biota
exposta, ligacdo a sedimentos e degradacéo, que dependem de uma variedade de
fatores como, comportamento do contaminante, complexidade da cadeia alimentar e
diferencas entre a sensibilidade a esses contaminantes entre espécies (RENZONI et
al., 1994).

A pesquisa ecotoxicolégica vem sendo realizada em cinco areas principais:
desenvolvimento de modelos de relag&o estrutura-atividade (QSARS) para prever os
possiveis efeitos toxicologicos de contaminantes, avaliagdo utilizando organismos
inferiores (ex: bactérias e invertebrados), estudos sobre os efeitos de contaminantes
sobre embrides de peixes, avaliacdo através de uma vasta gama de técnicas in vitro
e utilizacdo de biomarcadores para tentar estabelecer uma relacdo entre a
exposicdo de um organismo a um determinado contaminante e seu efeito bioldgico.
(RENZONI et al., 1994).

1.3.1 Ensaio de fitotoxicidade

A fitotoxicidade € descrita como uma intoxicacdo de plantas vivas, pela
absorcdo de substancias toxicas presentes no ambiente de crescimento e pelo
acumulo das mesmas no tecido do vegetal (ARAUJO, MONTEIRO, 2005).

Uma maneira simples, sensivel, rapida e de baixo custo para avaliar o
potencial toxico de substancias quimicas em plantas se da através de estudos
toxicolégicos utilizando sementes, mediante a avaliagdo do processo de germinacéo
das sementes e desenvolvimento das raizes (MUNZUROGLU; GECKIL, 2002,
WANG et al.,, 2001). As espécies de plantas recomendadas pela Agéncia de
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Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), Food and Drug Administration (FDA)
e Organizacédo para a Cooperagao e Desenvolvimento Econémico (OECD) para o
ensaio de germinagao e crescimento da raiz sdo: pepino, alface, trevo vermelho (red
clover) e trigo (EPA, 1982; FDA; 1987; OECD, 1984).

O bioensaio de fitotoxicidade apresenta vantagens sobre alguns ensaios de
toxicidade. Sementes secas, encontram-se dormentes podendo resistir a ambientes
hostis sem perder a viabilidade. Assim, em condicbes favoraveis, tem seu
metabolismo e fisiologia ativados tornando-as altamente sensiveis ao estresse
ambiental (MAYER; POLJAKOFF-MAYBER, 1982; WANG, 1991). Além disso,
sementes podem ser obtidas comercialmente e a maioria das espécies podem ser
armazenadas por longos periodos com baixos custos de manutencdo (WANG et al.,
2001). Nesse contexto, o ensaio tem sido considerado um dos mais simples
métodos para o biomonitoramento ambiental (WANG; WILLIAMS, 1990; WANG;
KETURI, 1990).

1.3.2 Ensaio de toxicidade aguda com Artemia salina

A. salina € um dos invertebrados de agua salgada mais utilizados em ensaios
de ecotoxicidade devido a sua ampla distribuicdo geografica, tolerancia a mudancas
de temperatura e salinidade, ciclo de vida curto, alta capacidade de adaptacdo a
condicbes ambientais diversas, tamanho pequeno, facil manipulacdo, alta
capacidade reprodutiva e adaptabilidade a fontes de nutrientes, uma vez que € um
organismo filtrador nao-seletivo (NUNES; CARVALHO; GUILHERMINO, 2006).
Além disso, seus ovos apresentam viabilidade por anos quando armazenados sob a
forma de cistos a temperatura ambiente e em condicbes adequadas, as formas
jovens podem ser obtidas em 24 a 48 horas (RAMOS et al., 1998).

Apesar de seu uso disseminado em ecotoxicologia, estudos mostram a A.
salina como uma espécie menos sensivel para ensaios ecotoxicolégicos, quando
comparados a outros organismos sob as mesmas condi¢cdes experimentais, tais
como Streptocephalus rubricaudatus e Daphia magna, entretanto, a sua tolerancia
natural pode ser encarada como uma vantagem, em comparacdo com outros
organismos-teste, menos adaptados a variagdes abioticas.

As caracteristicas intrinsecas, descritas anteriormente, somadas ao baixo
custo de manutencao transformamfazem desse microcrustaceo de alga salgada um

modelo para as avaliagbes ecotoxicologicas (CRISINEL et al., 1994; OKAMURA et
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al., 2000; NUNES; CARVALHO; GUILHERMINO, 2006), em testes isolados ou
combinados a outras espécies, para a determinacdo das respostas em diversos
niveis tréficos (NUNES; CARVALHO; GUILHERMINO, 2006).

1.3.3 Ensaio de toxicidade aguda com o0s estagios embrio-larvais de zebrafish
(Danio rerio)

O zebrafish, também conhecido como paulistinha ou peixe-zebra, € um
teledsteo, de 3-4 cm de tamanho, tropical de agua doce, nativo de rios do Sul e
Sudeste da Asia, pertencente a familia dos Cyprinidae, & ordem dos Cypriniformes e
a espécie Danio rerio. Entre as caracteristicas do zebrafish, a mais marcante € o seu
padrdo de listras pretas e brancas ao longo do corpo. Ele possui nadadeiras anal e
caudal e, os machos sdo geralmente mais delgados e escuros que as fémeas
(LAWRENCE, 2007; SCHOLZ et al., 2008).

Algumas caracteristicas tém contribuido para a popularidade do zebrafish
como modelo experimental, sdo elas: alta taxa de fecundidade, o tamanho pequeno,
producdo de grande numero de embrides, curto ciclo reprodutivo, transparéncia dos
ovos e larvas, que possibilita acompanhar o desenvolvimento do peixe e observar a
presenca de malformagdes, desenvolvimento externo, permitindo a utilizagdo de
procedimentos n&o invasivos minimizando, desse modo, o sofrimento e reduzindo o
estresse que o animal pode experimentar. O genoma do zebrafish esta
completamente caracterizado e a similaridade genética aos humanos, cerca de 70%,
também oferece uma posicdo privilegiada desse organismo-teste na avaliacdo
genética e toxicologica (BALCOMBE et al.,, 2004; LAWRENCE, 2007; FEITSMA;
CUPPEN, 2008; SCHOLZ et al., 2008; HOWE et al., 2013).

Como outros peixes, 0 zebrafish apresenta os estagios larval, juvenil e adulto
de desenvolvimento. O estagio larval do zebrafish inicia-se logo apds a eclosdo do
ovo, que ocorre em 48-72 horas pos-fertilizacao (hpf). Em 24-48 horas apos a
eclosdo, as larvas inflam suas bexigas natatérias e 5 dias pos-fertilizacdo (dpf), o
coracao, figado, cérebro, pancréas e outros 6rgaos ja estao desenvolvidos (KIMMEL
et al., 1995; SCHOLZ et al., 2008).

Nas ultimas décadas, ensaios utilizando embrides e larvas do zebrafish (D.
rerio) tém atraido a atencdo de toxicologistas como organismos modelo para

estudos da toxicidade de compostos quimicos em relagdo ao desenvolvimento
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desse vertebrado tanto para a avaliacdo do risco ambiental quanto humano
(SCHOLZ et al., 2008; CARLSSON et al., 2013).

Em vista dessas inumeras caracteristicas vantajosas, e, ainda sua
sensibilidade a diferentes tipos de contaminates, este modelo pode ser utilizado para
estudos que visem monitoramento ecotoxicoldgico, incluindo avalicdo de poluentes
ambientais como toxicidade de metais pesados, disruptores endocrinos e
contaminantes emergentes (GOOLISH; OKUTAKE; JOHNSON, 2000; DAI et al.,
2014). Além disso, o zebrafish representa uma alternativa viavel a estudos com
mamiferos, uma vez que apresenta baixo custo de manutencdo, facilidade de
manutencdo em laboratdrio do que modelos utilizando roedores e, de acordo com a
legislacdo europeia, 0s estagios iniciais de desenvolvimento ndo necessitam de
regulamentacao, pois ndo sdo considerados animais uma vez que embrides e larvas
ndo alcancaram a alimentacdo exdégena (BALCOMBE et al.,, 2004; DIRECTIVE
2010/63/EU).

Assim, por razdes éticas os testes com embrides de zebrafish tém sido
propostos como uma alternativa para a substituicdo dos experimentos com animais
adultos em pesquisas biomédicas, ambientais, toxicologicas e ecotoxicoldgicas,
reafirmando sua relevancia para satde humana e ambiental (TEIXIDO et al., 2013;
GARCIA; NOYES; TANGUAY, 2016).

Tendo em vista a variedade de formulacdes comerciais de herbicidas a base
de glifosato e o impacto ambiental proveniente do uso indiscriminado das mesmas,
esse trabalho investigou e comparou a toxicidade do Roundup® Original (RUP)
como formulacdo de referéncia, do Glifosato 480 AKB (AKB) como formulagéo
equivalente e do ingrediente ativo glifosato puro (GLI), utilizando bioensaios com

diferentes organismos.
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2 OBJETIVOS

Esse trabalho teve como objetivos avaliar e comparar o potencial toxico de
duas formulacbes a base de glifosato, Roundup Original (referéncia, RUP) e
Glifosato 480 AKB (equivalente, AKB) e o ingrediente ativo puro glifosato (GLI), em

diferentes organismos.

Para atingir estes objetivos, foram propostos 0s seguintes objetivos

especificos:

+ Avaliar a fitotoxicidade do glifosato (GLI) e das formulagcées (RUP e AKB)
utilizando sementes de tomate (Lycopersicon esculentum), pepino (Cucumis
sativus) e alface (Lactuca sativa);

* Avaliar a toxicidade aguda do glifosato (GLI) e das formula¢gbes (RUP e AKB)
utilizando o microcrustaceo A. salina;

» Avaliar os efeitos letais e subletais do glifosato (GLI) e das formulacdes (RUP
e AKB) sobre o desenvolvimento embrio-larval de zebrafish (D. rerio);

+ Comparar a toxicidade das formulagdes comerciais a base de glifosato com

seu ingrediente ativo.



MATERIAL E
METODOS



37

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Substancias-teste

Os ensaios foram conduzidos com 0s seguintes compostos: glifosato puro,

obtido da Sigma-Aldrich (Seelze, LS, GER) e duas formulacbes a base desse
ingrediente ativo, Glifosato 480 AKB (Anapolis, GO, BRA) e Roundup Original® (S&o

José dos Campos, SP, BRA), que foram obtidas comercialmente. Todas as

substancias-testes com suas respectivas denominacdes respeitando o Decreto

4.074/02 estao descritas abaixo.

3.1.1 Ingrediente ativo
e Glyphosate PESTANAL® (GLI)

Nome quimico: N-(fosfonometil)glicina;

CAS: 1071-83-6;

Peso molecular: 169,07 g/mol;

Pureza: 99,7%

Fabricante: Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH.
Lote: SZBD267XV

3.1.2 Formulacéao de referéncia

¢ Roundup Original® (RUP)

Tipo de formulacéo: concentrado solavel;

Composigéao: sal de isopropilamina de N-(fosfometil) glicina (48% m/v),
equivalente acido de N-(fosfometil) glicina (36% m/v), ingredientes
inertes (68,4% m/v);

Classe: herbicida ndo seletivo de acdo sistémica do grupo quimico
glicina substituida;

Classificacdo de periculosidade ambiental: produto perigoso ao meio
ambiente (classe llI);

Classificagdo toxicoldgica: medianamente toxico (classe Ill);

Registro no MAPA: 0898793;

Fabricante: Monsanto do Brasil LTDA;

Lote do fabricante: BROO11.
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3.1.3 Formulacéo equivalente
e Glifosato 480 AKB (AKB)
e Tipo de formulagéo: concentrado solavel;
e Composicao: glifosato (48% m/v), veiculo;
e Classe: glicina substituida;
o Classificagdo de periculosidade ambiental: ndo apresenta classificagéo
no rotulo;
e Classificacdo toxicolégica: ndo apresenta classificacdo no rétulo;
e Registro na ANVISA/MS: 325220006;
e Fabricante: Kelldrin Industrial LTDA;
e Lote do fabricante: 1156.

3.2 Ensaios ecotoxicoldgicos

3.2.1 Ensaio de fitotoxicidade utilizando sementes de pepino (Cucumis sativus),

alface (Lactuca sativa) e tomate (Lycopersicon esculentum)

O teste de toxicidade aguda com sementes foi realizado de acordo com
Ecological Effects Test Guideline - Seed Germination/Root Elongation Toxicity Test
(OPPTS 850.4200), desenvolvido pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (US EPA, 1996) com algumas adaptacfes. Sementes de C. sativus (pepino),
L. sativa (alface) e L. esculentum (tomate) das marcas ISLA, FELTRIN e ISLA,
respectivamente, foram obtidas comercialmente. Antes do inicio do ensaio, foram
realizadas as etapas de esterilizacdo e separacdo das sementes de qualidade
inferior. Para esterilizacdo, as sementes foram imersas em solu¢do de hipoclorito a
0,1% por 10 minutos, com objetivo de prevenir o crescimento de fungos. Decorrido o
tempo, a agua de lavagem foi descartada, procedendo a etapa de enxague em agua
deionizada por trés vezes. A etapa de separacdo das sementes danificadas foi
realizada em um béquer contendo agua deionizada suficiente para cobrir as
sementes, agitada em movimentos circulares com o auxilio de um bastdo de vidro,
de modo que as sementes sem danos ficassem no fundo do recipiente e as sem
capacidade germinativa, na superficie. O conteudo da parte superior foi removido

com auxilio de uma peneira e a agua foi descartada preservando as sementes
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presentes no fundo do béquer. As placas de Petri contendo papel filtro Whatman
(Freiburg, BRE, GER) numero 2 (9 cm de diametro) também foram esterilizadas
mediante luz UV por 20 minutos.

Um volume de 2 mL das solucdes de GLI, RUP e AKB, controle negativo
(agua deionizada) e sulfato de zinco heptahidratado (controle positivo) a 0,68 mg/L
para L. sativa; 2,88 mg/L para C. sativus e 4,61 mg/L para L. esculentum foi utilizado
para umedecer toda a extensdo do papel, de modo a satura-lo, evitando a formacao
de bolsas de ar. Em seguida, cada placa recebeu 10 sementes por espécie vegetal,
uniformemente distribuidas com 1,0 cm de distancia entre si, garantindo um espaco
suficiente para o crescimento, como demonstrado na FIGURA 3.

FIGURA 3. Disposi¢cdo das sementes de pepino, alface e tomate na placa de Petri
previamente esterilizada. Todos os testes foram realizados na presenca de controles
negativo (dgua deionizada a 10% de agua Milli-Q) e positivo (sulfato de zinco
heptahidratado).

7 Filtro Whatman

Semente

Placa de Petri

Fonte: O autor.

As sementes de cada espécie testada foram expostas a oito concentracfes
de GLI, RUP e AKB escolhidas de acordo com a OPPTS 850.4200 (US EPA, 1996)
em uma escala de 2 ou 2,5 (0, 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 mg/L), considerando
a concentracdo de 1000 mg/L como o limite maximo de concentracdo a ser testada,
e a de 5 mg/L, como a concentracdo de nenhum efeito toxico observado, obtida em

ensaios preliminares.
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As placas de Petri foram fechadas com tampa, identificadas e incubadas em
estufa a 25 + 1°C por um periodo de 120 horas, na auséncia de luz. Durante esse
periodo de germinacdo em estufa, o papel se manteve umido.

Decorrido o tempo de exposicéo, as placas foram submetidas a analise em
relagdo a germinacdo das sementes (nUmero de sementes germinadas) e ao
crescimento das raizes (comprimento das raizes) e comparadas com 0s respectivos
controles negativos, obedecendo ao critério de validacdo, no qual 80% das
sementes do controle negativo devem germinar e ter pelo menos 5 mm de protrusao
radicular (FIGURA 4).

FIGURA 4. Desenvolvimento das sementes de pepino apds 120 horas de incubacédo
com sulfato de zinco - controle positivo (A) e 4gua destilada - controle negativo (B).

Fonte: O autor.

O numero de sementes germinadas foi contado e o comprimento das raizes
foi medido, com auxilio de uma régua, apos as 120 horas de exposicédo ao GLI, RUP
e AKB.

A taxa de germinacdo relativa (TGR) foi calculada como:

meédia numero sementes germinadas

TGR = X 100

numero total sementes colocadas p/ germinar

Para avaliar o desenvolvimento da raiz, a taxa de comprimento relativo (TCR)
foi determinada da seguinte forma:



41

meédia comprimento da raiz

TCR = X 100

meédia comprimento da raiz do CN

As analises estatisticas das trés placas por espécie vegetal foram realizadas
através da analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Dunnett
utilizando o software GraphPad Prism 5.0® (San Diego, CA, USA). A concentracao
média de efeito sobre a germinacdo das sementes e crescimento da raiz (CE50)
foram determinados pelo mesmo software admitindo o intervalo de confianga de
95%.

3.2.2 Ensaio de toxicidade aguda com A. salina

Para o teste de toxicidade aguda com nauplios de A. salina, utilizou-se a
metodologia estabelecida por Meyer (1982) e OECD 202 (2004), com algumas
modificacdes. Cistos de A. salina (Artémia Salina do RN, Natal, RN, BRA), obtidos
comercialmente, foram eclodidos em uma solucédo salina com 3,5% de sal marinho
(Blue Treasure®) em agua deionizada a temperatura de 27°C, sob aeracao
constante, na presenca de luz (FIGURA 5). Ap6s 48 horas, os nauplios foram
coletados e distribuidos em placas de 24 pogcos em quadruplicata (5 nauplios/poco)
com 2 mL das diferentes concentracdes (0, 5, 10, 25, 50, 100 mg/L) de GLI, RUP,
AKB controle negativo (agua salina a 10% de agua Milli-Q) e controle positivo
(dodecil sulfato de sédio a 10 mg/L). As concentracfes foram escolhidas a partir das
informagdes obtidas no banco de dados ECOTOX Database (US EPA, 2014) e o

ensaio foi conduzido em quadruplicata.
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FIGURA 5. Artefatos para eclosdo dos nauplios de A. salina.

Fonte: O autor.

O efeito observado apds 48 horas de exposicdo foi a imobilidade dos
organismos. Os nauplios que ndo apresentavam nado livre em um intervalo de 15
segundos, apls agitacdo mecanica das solucbes contidas nos pocos, foram
considerados mortos, ainda que fossem capazes de movimentar as antenas (OECD,
2004). A CL50 foi determinada como a concentracdo estimada para qual morrem
50% dos nauplios expostos apés 48 horas. Os valores de CL50 foram determinados
pelo software GraphPad Prism® 5.0 utilizando regressdo néo-linear com um
intervalo de confianca de 95%. Como critério de validagdo, estabeleceu-se

mortalidade inferior a 10% do grupo controle negativo.

3.2.3 Ensaio de toxicidade aguda com o0s estagios embrio-larvais de zebrafish

(Danio rerio)

3.2.3.1 Manutencéo dos peixes adultos

Peixes adultos machos e fémeas de zebrafish (D. rerio) provenientes do
Laboratério de Genética Toxicoldgica da Universidade de Brasilia foram mantidos
em aquario com agua reconstituida de acordo com o proposto pela OECD 236
(2013), com aeracdo constante, a uma temperatura de 26 = 1°C, em ciclo
claro:escuro de 12:12 horas, e, alimentados com racdo comercial seca e A. salina
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congelada. Vale ressaltar que esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Goias (PROTOCOLO N. 102/14).

3.2.3.2 Aquisicdo de ovos

Para aquisicdo dos ovos, no dia anterior a desova, os peixes foram
selecionados, transferidos para aquarios na proporcdo de 2:1 (machos:fémeas) e
separados por uma barreira. De modo a criar um ambiente favoravel a reproducéo,
plantas artificiais foram fixadas no fundo aquério. Bolas de vidro e uma tela também
foram colocadas ao fundo para facilitar a coleta dos ovos. O acasalamento iniciava-
se durante as primeiras horas do ciclo claro na manha seguinte. Cerca de uma hora
apos a desova, os ovos foram coletados e transferidos para uma placa Petri para
separacdo de ovos viaveis (embrionados) e descarte dos nado viaveis (coagulados)

observando-os em um estereomicroscopio.

3.2.3.3 Procedimento do ensaio

Inicialmente, fez-se uma pesquisa das concentracdes médias letais para
diferentes espécies de peixes obtidas em ensaios com duracdo maxima de 120
horas na base de dados ECOTOX Database (US-EPA, 2014), obtendo 282,05 mg/L
como média das concentracdes encontradas. A partir desse valor, as concentracées
foram definidas nas proporgdes de 2 ou 2,3 (5, 10, 25, 50 e 100 mg/L) para AKB,
RUP e GLI. As solu¢cdes de AKB, RUP e GLI foram preparadas utilizando como
solvente agua reconstituida (0,0065 g/L CaCl,; 0,1335 g/L MgSOy; 0,0004 g/L KCI; e
0,0105 g/L NaHCOg3, pH 7,0 £ 0,5).

O Fish embryo toxicity (FET) test foi executado de acordo com o Guideline
OECD 236 (2013) com adaptacdes. ApOs a selecdo dos ovos fertilizados, esses
foram distribuidos em placas de cultura com 24 pocos, dispostos individualmente em
pocos contendo 2,0 mL de cada concentracdo das solucdes de AKB, RUP e GLlI,
assim como para 0s controles negativo (agua reconstituida) e positivo (3,4 —
dicloroanilina a 3,7 mg/L) conforme mostra a FIGURA 6. O ensaio foi realizado em
triplicata e cada réplica foi constituida por controle interno da placa (ci), 20 embrides

para o controle negativo (cn) e 20 embrides para cada concentragéo testada (cx).
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FIGURA 6. Representacdo da disposicdo dos ovos nas placas de 24 pocos. (ci)
controle interno da placa para verificar a reprodutibilidade do ensaio; (cn) controle
negativo; (cx) concentragdes testadas de GLI, AKB e RUP em mg/L.
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- 00000
7100000 €
100000

Fonte: O autor.

As placas foram incubadas em camara com fotoperiodo 12:12 horas
(claro:escuro) a 26 + 1°C. O desenvolvimento dos embrides foi acompanhado em
24, 48, 72 e 96 horas pos fertilizacdo (hpf) com auxilio de um esteromicroscopio
(CARL ZEISS stereomicroscope Stemi 2000-C). Os seguintes parametros foram
avaliados: coagulacdo dos ovos, malformacdes no saco vitelinico, auséncia de
formacdo de somitos, desprendimento da cauda do saco vitelinico, auséncia de
batimentos cardiacos, formacdo de edema pericardial, atraso na eclosdo das larvas,
eclosdo precoce de larvas, comprometimento na inflagdo da bexiga natatoria. A
mortalidade foi identificada pela coagulacdo dos ovos, auséncia de formacdo de
somitos auséncia de desprendimento da cauda do saco vitelinico, assim como, a
auséncia de batimentos cardiacos.

Como critério de validacdo, estabeleceu-se mortalidade inferior a 10% no
controle negativo. As analises estatisticas das trés repeticbes foram realizadas por
meio da analise de variancia (ANOVA), seguido pelo pos-teste de Dunnett, utilizando
o software do software SigmaPlot 11.0 (Systat, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagcéo ecotoxicologica de GLI, RUP e AKB.

4.1.1 Avaliacao da fitotoxicidade do GLI, RUP e AKB utilizando sementes de tomate

(Lycopersicon esculentum), pepino (Cucumis sativus) e alface (Lactuca sativa)

Os efeitos do ingrediente ativo (GLI) e das formula¢gdes de referéncia (RUP) e
equivalente (AKB) sobre a germinacdo das sementes de alface (L. sativa), pepino
(C. sativus) e tomate (L. esculentum) estdo apresentados como taxa de germinacao
relativa (TGR) na FIGURA 7.
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FIGURA 7. Taxa de germinacgao relativa (TGR) de sementes de alface (L. sativa),
pepino (C. sativus) e tomate (L. esculentum) apds exposicdo a diferentes
concentracdes de glifosato puro (A), Roundup® (B) e Glifosato AKB (C). As barras
de erro indicam o erro padrdo de trés réplicas. *p < 0,05 e *p < 0,001
estatisticamente diferente em relacdo aos respectivos controles negativos (teste de
Dunnett).
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Tanto GLI como o RUP exibiram efeito significante apenas sobre a
germinacao das sementes de alface (FIGURA 7A e FIGURA 7B). O AKB também foi
toxico para as sementes de alface e tomate (FIGURA 7C).

As concentracbes médias de efeito (CE50) para a inibicdo da germinacéo da
semente de alface exposta ao GLI e ao RUP foram 612,30 mg/L (intervalo de

confianca: 353,60 mg/L a 1060,00 mg/L) e 1062,00 mg/L (intervalo de confianca:
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843,10 mg/L a 1339,00 mg/L) respectivamente e da semente de tomate apos a
exposicao ao AKB foi de 702,10 mg/L (423,10 mg/L a 1165,00 mg/L).

Nas condicdes testadas, a concentracdo de minimo efeito adverso observado
(LOAEC) para as sementes de tomate expostas ao AKB foi de 50 mg/L, enquanto
gue na exposicdo ao GLI, o LOAEC foi de 500 mg/L para as sementes de alface.

Os efeitos do ingrediente ativo (GLI) e das formulacdes equivalente (AKB) e
de referéncia (RUP) sobre o desenvolvimento das raizes de alface (L. sativa), pepino
(C. sativus), tomate (L. esculentum) estdo apresentados como taxa de crescimento

relativo (TCR) na FIGURA 8.
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FIGURA 8. Taxa de crescimento relativo (TCR) das raizes de sementes de alface (L.
sativa), pepino (C. sativus) e tomate (L. esculentum) ap0s exposicao a diferentes
concentracdes de glifosato puro (A), Roundup® (B) e Glifosato AKB (C). As barras
de erro indicam o erro padrdao de trés réplicas. *p < 0,05 e **p < 0,001
estatisticamente diferente em relacdo aos respectivos controles negativos (teste de

Dunnett).
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Pode-se observar que tanto as formulagbes quanto o ingrediente ativo
induziram efeitos significativos no crescimento das raizes de alface, pepino e tomate
(FIGURA 8). A inibicdo do desenvolvimento das raizes de todas as sementes
testadas apresentou um comportamento concentracdo-dependente quando expostas
ao GLI, RUP e AKB. O potencial téxico do ingrediente ativo e das formulacdes sobre
a inibicdo do crescimento da raiz foi determinado pelos valores de CE50 (TABELA

3).
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TABELA 3. Concentracdo média de efeito (CE50) sobre o crescimento das raizes de
alface (L. sativa), pepino (C. sativus), e tomate (L. esculentum) apds a exposi¢cao de
120 horas ao glifosato puro (GLI), Roundup® (RUP) e Glifosato AKB (AKB) com
seus respectivos intervalos de confianca (IC).

Substéncias CE50 (mg/L)
teste IC (mg/L)
Alface Pepino Tomate
GLI 196,00 12,90 6,92
(145,50 — 264,00) (8,81 — 18,90) (5,58 — 8,57)
AKB 194,80 29,01 108,80
(144,40 —262,90)  (20,92— 40,21) (67,44 —175,50)
RUP 168,90 197,60 13,39

(127,20 — 224,30) (130,10 —300,00) (8,26 —21,71)

De acordo com TABELA 3, AKB foi mais toxico para sementes de pepino com
CES50 de 29,01 mg/L (20,92— 40,21 mg/L), enquanto que RUP e GLI mostraram-se
mais toxicos para sementes de tomate com valores de CE50 de 13,39 mg/L (8,26 —
21,71 mg/L) e 6,92 mg/L (5,58 — 8,57 mg/L), respectivamente.

Nas condi¢cdes testadas, as sementes de alface, pepino e tomate expostas ao
RUP apresentaram valores de LOAEC de 50, 25 e 10 mg/L, respectivamente
(FIGURA 8B). Na exposicédo ao AKB, as sementes de alface e tomate apresentaram
o mesmo valor de LOAEC (50 mg/L), enquanto que para a semente de pepino o
valor de LOAEC foi de 10 mg/L. Ja para o ingrediente ativo, os valores de LOAEC
para sementes de alface foi de 25 mg/L, enquanto as demais apresentaram o

mesmo valor (10 mg/L).
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4.1.2 Avaliacao da toxicidade aguda de GLI, RUP e AKB sobre nauplios de A. salina

A porcentagem de mortalidade dos nauplios de A. salina apdés 48 h de
exposicao a diferentes concentracdes do ingrediente ativo GLI e das formulacgdes
RUP e AKB estd apresentada na FIGURA 9. Os organismos que ndo se moviam

foram considerados mortos.

FIGURA 9. Curva dose-resposta para mortalidade de Artemia salina ap6s 48h de
exposicao a diferentes concentragfes de glifosato puro (GLI), Roundup® RUP e
Glifosato AKB (AKB). As barras de erro indicam o erro padréo das trés réplicas.
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As trés substancias teste induziram efeitos letais significantes sobre os
nauplios de A. salina com um comportamento dose-tempo-dependente (FIGURA 9).
Além disso, observa-se que RUP foi mais toxico que AKB e GLI. (FIGURA 9). Esse
fato também é confirmado pelos valores das concentracfes letais médias (CL50)
gue estao apresentadas na TABELA 4, juntamente com a classificagéo de toxicidade

aguatica estabelecida pelo Globally Harmonized System (GHS) (2007).
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TABELA 4. Concentracédo letal média (CL50) apos 48 horas de exposicdo a glifosato
puro (GLI), Roundup® RUP e Glifosato AKB (AKB) sobre A. salina e classificacdo de
toxicidade de acordo com o critério do GHS (2007). Os intervalos de confianca (IC, a
= 0,05) foram gerados pelo software GraphPad Prism®.

Substéancias CL50 (IC) mg/L Classificacao de
teste toxicidade
AKB 104,20 (84,44 — 128,70) Categoria lll
RUP 39,42 (26,79 — 58,00) Categoria Il

GLI 65,24 (53,86 — 79,02) Categoria lll

De acordo com o GHS, tanto o ingrediente ativo como as formulacbes séo
classificados na categoria Ill (CL50 entre 10 e 100 mg/L) e, portanto, substancias de

baixa toxicidade.

4.1.3 Avaliagéo da toxicidade embrio-larval com zebrafish

4.1.3.1 Efeitos sobre a mortalidade

Os efeitos sobre a mortalidade em embrides de zebrafish foram observados
em diferentes tempos de exposicao (24, 48, 72 e 96 horas) a GLI, RUP e AKB. A
coagulacéo dos ovos, o ndo desprendimento da cauda, a auséncia de formacao de
somitos e auséncia de batimentos cardiacos foram considerados indicadores de
letalidade (OECD, 2013). Os valores de CL50 para as trés substancias testes estao
demonstrados na TABELA 5.
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TABELA 5. Concentracdes médias letais (CL50) com os respectivos intervalos (IC)
de confianca apds 24, 48, 72 e 96 horas de exposicdo a glifosato puro (GLI),
Roundup® RUP e Glifosato AKB (AKB) em embriGes de zebrafish.

Tempo de GLI RUP AKB
exposicao
CL50;IC (mg/L) CL50;IC (mg/L) CL50 ;IC (mg/L)
76,05 133,60
>100 mg/L
24 h (47,67 -121,30) (67,98 — 262,70)
48,59 77,69
>100 mg/L
48 h (26,48 — 89,18) (35,12 -171,90)
29,99 76,74
>100 mg/L
72h (15,91 — 56,50) (34,80 — 169,20)
28,23 75,33
96 h >100 mg/L

(14,33 - 55,61)

(34,65 — 163,70)

E possivel inferir, de acordo com a TABELA 5 que RUP apresentou maior

toxicidade quando comparado a AKB e GLI, com valores de CL50 em 96 horas de

exposicao de 28,23 mg/L, 75,33mg/L e maior que 100 mg/L, respectivamente. Além

disso, todas as substancias apresentam um comportamento dose-tempo-

dependente (FIGURA 10) em relacdo a mortalidade de embribes e larvas de

zebrafish.
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FIGURA 10. Curva dose-resposta para a mortalidade dos embrides de zebrafish
apos 96 horas de exposicdo as diferentes concentracdes de glifosato puro (GLI),
Roundup® RUP e Glifosato AKB (AKB)
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A curva dose-resposta exemplifica claramente que o RUP é mais toxico que
AKB e as duas formulacbes sdo muito mais toxicas do que o ingrediente ativo

glifosato.

4.1.3.2 Efeitos sobre a eclosao

O sucesso na ecloséo de uma larva foi definido como a ruptura da membrana
do ovo e a saida da mesma. A eclosdo normalmente ocorre entre 48 a 72 horas
(OECD, 2013). As taxas de eclosdo apds exposicdo ao AKB e RUP estao
apresentadas na TABELA 6.
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TABELA 6. Taxas de eclosdo das larvas (%) apos a exposicdo a diferentes
concentragbes das formulagbes Roundup® RUP, Glifosato AKB (AKB) e Glifosato
puro (GLI). Os valores estéo representados pela taxa de eclosao * erro padréo.

Formulacéao 48 h (média+ EP) 72 h (média+ EP) 96 h (média £ EP)

AKB (mg/L)
0 26,7+£7,2 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
5 73,3+6,0 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
10 53,3+16,4 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
23 48,3 +16,8 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
50 60,0 + 8,8 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
100 - - -
RUP (mg/L)
0 27,172 100+ 0,0 100 £0,0
5 67,8 + 1,4* 100+ 0,0 100+ 0,0
10 62,4 £ 6,5* 100 £0,0 100 £ 0,0
23 66,6 + 1,7* 98,2+ 1,7 98,2+1,7
50 70,0 £ 10,1* 96,3 + 3,7 98,1+1,8
100 - - -
GLI (mg/L)
0 34124 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
5 1,7+24 98,1+2,6 100,0 £ 0,0
10 0,0+0,0 93,1+6,2 100,0 £ 0,0
23 8,5+6,0 98,3+2/4 100,0 £ 0,0
50 10,3+£6,9 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
100 3,5+£4,9 92,3+3/4 100,0 £ 0,0

* estatisticamente diferente em relagédo ao controle negativo (teste de Dunnett, p<0,05)
“-"organismos mortos.

Como observado na TABELA 6, tanto RUP quanto AKB induziram eclosao
prematura em embrides de zebrafish quando comparadas ao controle negativo a
partir da primeira concentracao testada (5 mg/L), sendo significante apenas para o
RUP. Para esse parametro, os valores das concentracdes médias de efeito (CE50)
foram de 8,29 mg/L (3,05 — 22,53 mg/L) para RUP e 6,23 mg/L (3,16 — 12,28 mg/L)
para AKB. A exposicao a ingrediente ativo glifosato ndo alterou o padréo de ecloséo

em relagdo ao controle negativo como representado na mesma tabela.
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5 DISCUSSAO

Apesar da aplicacdo direta de um herbicida trazer beneficios a agricultura, o
uso indiscriminado e continuo pode acarretar em desequilibrio nos ecossistemas,
com o aparecimento de novas pragas, resisténcia das plantas indesejaveis,
mobilidade desses compostos para outros ecossistemas, além da ocorréncia de
residuos em alimentos e agua potavel. Desse modo, a avaliacdo do risco ambiental
faz-se necessaria, pois possibilita o conhecimento dos efeitos toxicos desses
contaminantes uma vez que, as formulacdes a base de glifosato apresentam em sua
composi¢cdo, ndo somente o ingrediente ativo, mas também os surfactantes do tipo
polioxietilieno amina (POEA), que sao denominados ingredientes inertes e
aumentam a eficiéncia do produto formulado (BETTIOL et al., 2015; GOMES et al.,
2014; GIESY; DOBSON; SOLOMON, 2000).

Neste trabalho, foram avaliados os efeitos téxicos das formulacbes de
referéncia (RUP) e equivalente (AKB), além do ingrediente ativo (GLI) sobre
diferentes organismos. Considerando que os herbicidas podem ser depositados na
superficie do solo durante as praticas agricolas, € importante elucidar os seus
efeitos sobre os processos fisiol6gicos relacionados ao crescimento das plantas, a
fim de compreender o mecanismo e 0s seus possiveis efeitos sobre plantas ndo-alvo
(GOMES et al., 2014).

Na avaliacdo da fitotoxicidade, as sustancias testadas induziram alteracdo na
germinacdo das trés espécies de sementes testadas (L. sativa, C. sativus e L.
esculentum). No entanto, apenas as sementes de alface e tomate apresentaram
efeitos significativos. Tanto RUP quanto GLI foram toxicos para sementes de alface
com valores de CE50 de 1062,00 mg/L e 612,30 mg/L, respectivamente. J&4 AKB,
mostrou-se téxico para sementes de tomate com valor de CE50 de 702,10 mg/L.

Na ultima década, cerca de 6,1 bilhdes de quilogramas do herbicida glifosato
foi aplicado em todo o mundo. Especificamente no Brasil, cerca de 340 milhdes de
litros de glifosato foram aplicados em 2011 (BENBROOK, 2016; DOMINGUEZ et al.,
2016). No entanto, em vista da quantidade aplicada, o parametro germinacdo nao
pode ser considerado um parametro sensivel nas condi¢des testadas.

Por outro lado, o crescimento da raiz parece ser um parametro eficaz para
avaliar a toxicidade de GLI, RUP e AKB, uma vez que as trés substancias

apresentaram efeitos significativos na inibicdo do desenvolvimento de todas as
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espécies testadas. C. sativus foi mais sensivel para AKB, enquanto que L.
esculentum mostro-se mais sensivel para RUP e GLI.

Ademais, a toxicidade das substancias apresentou comportamento dose-
dependente corroborando os resultados encontrados por Sprankle e colaboradores
(1975), no qual a medida que se aumentou a concentracao de glifosato pulverizado,
observou-se inibicdo na emergéncia das raizes.

O glifosato pode ser fortemente adsorvido no solo, mas apresenta alta
solubilidade em agua (GOMES et al.,, 2014; BETTIOL et al., 2015). Residuos de
praguicidas alcangcam as aguas superficiais pelo escoamento direto e lixiviagdo dos
campos agricolas, pela lavagem e eliminacdo descuidada dos recipientes sendo a
contaminagao dos corpos d’agua, uma questao preocupante em relacdo aos efeitos
toxicos sobre organismos nédo-alvo (BENACHOUR; SERALINI, 2009). Sabe-se que
menos de 0,1% dos praguicidas aplicados nas areas de cultivo atingem seus alvos
especificos, 0 que significa que o restante esta livre para se mover entre 0s
compartimentos ambientais (CATTANI et al, 2014; NGUYEN et al, 2016).

Tem sido relatada a presenca de glifosato em aguas de superficie 60 dias
apos a aplicacdo da formulacgéo, indicando que este composto € capaz de persistir
no ambiente (SILVA; PERALBA; MATTOS, 2003; BENACHOUR; SERALINI, 2009).
Estudos recentes reportaram a presenca de glifosato em ambientes aquaticos
provenientes do processo de escoamento superficial, encontrando valores que
variaram de 0,01 a 0,7 mg/L atingindo um valor maximo de 1,7 mg/L em situagdes
de aplicacdo direta na 4gua (HARAYASHIKI et al., 2013).

Nesse cenario, a exposi¢ao a organismos ndo-alvo, incluindo os aquéticos, se
torna inevitavel e estd relacionada a alta solubilidade dessa substancia na agua
(ROY; CARNEIRO; OCHS, 2016). No presente estudo, RUP, AKB e GLI induziram
toxicidade significante em nauplios de A. Salina com valores de CL50-48h de 39,42
mg/L, 104,20 mg/L e 65,24 mg/L, respectivamente e categorizados na categoria lll
(CL50 entre 10 e 100 mg/L) de acordo com a classificacdo de toxicidade aquatica
estabelecida pelo Globally Harmonized System (GHS) (2007).

A classificacdo em que as substancias testadas foram inseridas, corrobora
com estudos de Nunes et al. (2006), que afirma que organismos marinhos nao-alvo
apresentam toxicidade relativamente baixa ao glifosato com os valores CL50
variando entre 10 mg/L e 1000 mg/L. Além disso, nauplios de A. salina foram mais

sensiveis a exposicao a RUP do que as demais substancias testadas. Em geral, as
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formulagBes sdo mais toxicas do que o ingrediente ativo puro, mas nesse trabalho
GLI foi mais toxico do que o AKB.

Tsui e Chu (2003) em um estudo com Acartia tonsa e Ceriodaphnia dubia,
invertebrados marinhos de agua doce, encontraram valores de CL50 de 1,77 e 5,39
mg/L, respectivamente, ap6s 48 h de exposicdo a formulacdo Roundup®. Nesse
mesmo estudo, valores de CL50 para exposicdo ao ingrediente ativo puro (GLI)
foram de 49,3 mg/L para A. tonsa e 415,0 mg/L para C. dubia. O surfactante, POEA,
mostra-se mais toxico do que as formulacdes com CL50-48h de 0,38 mg/L e 0,77
para A. tonsa e C. dubia, respectivamente. Complementarmente, o surfactante pode
ser de 3 a 5 vezes mais téxica que a formulacdo mais consumida mundialmente,
podendo contribuir em mais de 90% na toxicidade da formulacdo (SERVIZI et al.,
1987; TSUI;, CHU, 2003). Esse fato também foi confirmado, mostrando que
formulacbes a base de glifosato que n&o continham POEA em sua composicéo
apresentavam baixa toxicidade para organismos néo-alvo (ALBERDI et al., 1996;
TSUI; CHU, 2004).

Em ensaios de ecotoxicidade convencionais, 0s peixes sdo um complemento
indispensavel para avaliacdo da toxicidade de compostos no ambiente aquético,
uma vez que este ambiente recebe grandes quantidades de dejetos que em
conjunto tornam-se um risco potencial para o ecossistema. Além disso, peixes
desempenham um papel critico em cadeias alimentares em niveis inferiores e
superiores e regulam o fluxo de nutrientes e energia (LAMMER et al., 2009).

Em vista disso, estagios embrionarios de peixes estdo cada vez mais sendo
utilizados como um modelo alternativo de investigac@o toxicoldgica, por atenderem
os principios dos 3 R’s (reducéo, refinamento e substituicdo) (RUSSELL; BURCH,
1959)

A avaliacdo de toxicidade utilizando embrides de zebrafish apresentou o
mesmo comportamento dos ensaios com sementes e A. salina, mostrando
diferencas entre a toxicidade das formulacbes. Embora AKB (formulacdo
equivalente) seja embriotéxico para zebrafish, a sua toxicidade € menor quanto
comparada ao RUP (formulacédo de referéncia) com valores de CL50-96h de 75,33
mg/L e 28,23 mg/L, respectivamente.

Além disso, o ingrediente ativo (GLI) mostrou-se menos téxico do que as
formulacbes (CL50-96h > 100 mg/L), corroborando com os resultados de Folmar e

colaboradores (1979) em que a mortalidade de Oncorhynchus mykiss foi maior
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guando exposto ao POEA (CL50-96h de 2,0 mg/L) do que Roundup (CL50-96h de
8,3 mg/L) e ingrediente ativo (CL50-96h de 140 mg/L).

A formulacédo equivalente Vision® foi avaliada por Morgan e Kiceniuk (1992)
também em O. mykiss encontrando um valor de CL50 ap6s 96 de exposicdo de
10,20 mg/L, confirmando a hipétese de que a formulacdo equivalente apresenta
toxicidade menor quando comprada a formulagcdo de referéncia. Enquanto que,
valores de CL50 obtidos em exposi¢cbes ao ingrediente ativo puro para Ictalurus
punctatus e Cyprinus carpio glifosato foram maiores do que 100 mg/L (FOLMAR et
al., 1979; NESKOVIC et al., 1996).

O presente trabalho, também avaliou a capacidade de eclosédo das larvas
guando expostas a AKB, RUP e GLI. Para ambas formulacdes, as larvas
apresentaram eclosdo prematura em relacdo ao controle negativo na primeira
concentracéo testada (5 mg/L). A exposicéo ao ingrediente ativo néo alterou o perfil
de eclosdo em relagdo ao controle negativo. Webster et al. (2014), relataram o
mesmo comportamento e a exposicdo a 10 mg/L Roundup® induziu eclosdo em
larvas de zebrafish.

Diante desses resultados, pode-se sugerir que a prematuridade da eclosao
das larvas pode estar relacionada a maior exposicdo do embrido ao ingrediente
ativo, que foi proporcionada pela acao do ingrediente inerte sobre o cérion dos ovos
de zebrafish.

A ecloséo é consequéncia da atividade de enzimas e movimentos realizados
pelo embrido e, uma eclosao prematura, ocorre devido ao aumento desses eventos.
A eclosdo normal de uma larva ocorre entre 48 a 72 horas. Alguns eventos
importantes ocorrem entre o periodo de faringula (24 a 48 horas pos fertilizacédo) e
periodo de eclosdo (48 a 72 horas poés fertilizacdo). O periodo de faringula é
caracterizado pela formagcdo de barbatanas, nadadeiras rudimentares, arcos
faringeais e branquiais, completa formacdo dos somitos, desenvolvimento da
notocorda, sistema nervoso e circulatério, rapido crescimento do embrido e, por fim,
pigmentacao dos olhos e corpo.

A seguir, no periodo de ecloséo, ocorre o término do desenvolvimento dos
sistemas rudimentares, nadaderias e formacéo da boca. O embrido que eclode fora
desses periodos de desenvolvimento provavelmente estar4 mais susceptivel a uma
situacao de estresse no ambiente externo (KIMMEL, 1995; OECD, 2013; SAMAEE
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et al., 2015). Nesse estudo, apenas a formulagédo de referéncia (RUP) acelerou a
eclosao dos ovos de forma significante.

A utilizacdo de bioensaios para a avaliacdo toxicologica de produtos sobre o
ambiente ganhou espaco nas Ultimas décadas. Séo ferramentas Uteis para analise
de qualidade dos ecossistemas, haja vista que os testes fisico-quimicos comumente
utilizados, ndo conseguem distinguir compostos que afetam os sistemas biolégicos
dos que séo inertes no meio ambiente, ndo sendo suficientes para avaliacdo do
potencial impacto ambiental dos contaminantes (BANKS et al., 2005; COSTA et al.,
2008).
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6 CONCLUSAO

Portanto, com base em nossos resultados podemos concluir que:

+ O ingrediente ativo e as formulagbes de referéncia e equivalente foram
fitotoxicos para sementes de alface (L. sativa), pepino (C. sativus) e tomate
(L. esculentum), porém somente o parametro de crescimento da raiz foi
considerado um parametro sensivel de avaliacéo.

* Os trés compostos foram classificados como Categoria Il (CL50 entre 10 e
100 mg/L) para a toxicidade aquatica com A. salina de acordo com o GHS,
entretanto apresentaram valores de CL50 distintos, estabelecendo a seguinte
ordem de toxicidade: RUP>GLI>AKB.

+ As formulacdes de referéncia (RUP) e equivalente (AKB) foram toxicas para
embrides e larvas de zebrafish (D. rerio), causando mortalidade e inducéo de
eclosdo prematura. Ja o ingrediente ativo (GLI) foi considerado néo toxico nas
condicfes testadas (CL50-96h > 100 mg/L).

* Nossos dados apontam para a necessidade de avaliacdo das diversas
formulacbes a base de glifosato, uma vez que as mesmas apresentam

diferentes potenciais toxicos para diferentes organismos.
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avaliacio de apepas wm endpoimt de tomicidade, que @ a mutagenicidade em bactémia Salmomella
fypleimurrror. ASSIm, para ampliar o5 endpomts avaliados, ou seja, apalisar os efeitos letais (mortalidads),
subletais {malformagoes) e genptoxicos (danos ao DINA), assim como aumentar o tempo de exposicio 205
contaminantes simulando uma exposicio subcromica, esse projete pretende wtlizar embrides & larvas de
zebrafish. O enszio de toxicidade com embriges de zebrafish € uma metodalogia que permite a redugdo ou
substituicao do uso de animads adultos na avaliagdo da ecotoxicidade.

O Descrigio do animal utilizade (mimero, espécie, linhagem, sexo, peso, ete): Serdo utlizados 60
animais adultos de zebrafish (Danio revio), com idade entre 3 & 6 messs, que serao mantidos em 4 tangues
de 15 litros com cerca de 15 peixes cada, os quais serdo moniforados e mantidos em guarentena. Os peixes
serdo cedidos pelo Instituto de Cisncias Biologicas da UnB.

O Espécie ¢ nimero total de animais wtilizados: 60 Peixes Danio rerio (20 maches e 1) fémeas)
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O Descrigio das instalagies mrilizadas e pimers de amimaisdreagualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), aimentagio/hidratacio: Os peixes adultes serdo alocados em £ aguarios de 151
em uma sala de manutencdo e reprodugao, protegida de luminesidade, correntes de ar e nudes, vibragio
externa, com fotoperiodo e femperan2 conirolada. Os pumetEuE da agua como PRLIpEMATILL, pH,
condutividade, dureza, nmgamn dizsolvido e dosapem de amomia e nirito serap monitorades
peripdicamente. Os peixes serdo alimentades 2 vezes 20 dia com ragae comercial para a especie Danio reric.
Na semana anferior 3 reprodugao, o5 peixes receberdo alimento vivo (Artemia saling) 2 fim de aumentar a
viabilidade dos oves e como forma de recompensa a0 acasalamento. Para aguisigao dos oves, no dia anterior
2 desova, peixes na proporgae de 1 machos para | fémea serdo celocados para acasalar na presenca de
plantas artificiais e bolas de vidro. Esses peixes serdo distribuidos em 3 tanques de 10 litros, com 6 pefxes
machos e 3 femeas, por tangue, totalizando @ peixes em cada aquario, com o infuito de obter pelo menos 200
ovos por reprodugae. Cerca de 30 mimutos apos a desova os ovoes serde coletados e apalizades pama o
descarte dos ovos n3o fertilizades e selecdo daqueles que alcancaram o estagio de blastula. Os ensaios paa
avaliacdo dos endpoints letais, sublstais e genotoxicos serdo realizades em triplicata para cada substancia-
teste (um anfibiotico, um berbicida a base de glifosato @ um azo corante), sendo necessarioes grupes de
peixes distintos para cada reprodugdo e fémeas com pelo menos uma semana de imtervalo entre as
reproducdes. De acarde com a OECD, por replica, serao expostos 168 ovos de zebrafish distribusdos em
placas de 24 pogos, sendo testadas cinco concenfragoes de cada confaminamte emergemts, um controle
negativo, um conirole interno das placas e um contrele positive, sendo pecessanioe ao toedo cerca de 2000
ovos gerados em cerca de 10 acasalamentos distintos. As placas com os owos serae colocadas em incubadera
BOD e o desenvolvimento embrionario-larval sera amalisado com 4, 24, 48, 72 e 96 horas de pos-
fertilizacdo, podende se estender até 30 dias. Apos finalizar a avaliagao dos endpoints de subletalidade,
embrides e larvas de zebrafish serdo sacrificados por cricanestesia, ou seja, a apestesia por resfriamento
intenso, aceita come um dos metodos para 2 eutanasia de zebrafish, de acordo com Guideline for Use of
Zebrafizh in the NIH (2009). Os ensaios toxicogeneticos in witro serdo realizades com céhulas provenientes
de um hepatoblastoma primario (HepG2).

O Utlizagdo de agente infeccioso/gravidade da imfeccdo a ser observada e amalise dos riscos aos
pesquisadoresialunos: Mo se aplica a utilizacdo de apents infecciose. Os misces do referido trabalho se
reforem a falhas na manipulagdo dos equipamentos durante o penodo experimental No emfanto, os
pesguizadares que atuardo pa criagdo, mamiencao, reproducdo e analise dos embriges serap devidaments
ireinados parm enercersm suas abvidades.

O Adequagio da metodologia e consideragies sobre o sofrimento mposio aos animads: A
metodologia esta bem clara e devidamente detalhada, sendo tomadas todas as medidas mitipadoras para
minimizar o sofrimento dos animais.

O Metodo de entanasia: Nao se aplica.

O Destine do amimal: Nao e descrite o destine dos animais adultos utilizades come reprodutorss.

IV - Comentarios do relator fremte a5 orientagies da CEUA:
O Quanio a documentos: Foram apresentade: odos oz documentos selicitados pela CEUTA

Corslesdo de Eriea no [ di AnimalyCETTA
Pro-Raitaria do Peegeia & Inonag@n PRET-UFG, Caim Poatal- 131, Predio da Raitori, Pl 1, Campres. Samamibais (Camgres, IT) -
CER-T4001-570, Goisnia — Goiss, Fome: {33-62) 3321-1876.
Email: oo afgd gmai] com
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O Quants a0s cuidados & manejo dos animais & riscos 405 pesquisadores: Os procedimentas de criagda,
marntEncio ¢ cuidados com o5 animais mimetizam o ambients natoral da especie e garamtem seu bem-
gstar. Os riscos dest pesquisa estdo relacienados a falhas pa manipulagie de equipamentos, sendo
minimizados com weinamente apropriada de foda a equipe.

W - Parecer da CEUA:

Informamos que a Comisedo de Etica no Use de Animaid'CEUA da Universidade Federal de Godas,
apos apalise das adeguagdes solicitadas APROVOU o pedide de emenda de prorrogacie do praz do
projeto acima referido, & o mesmo foi considerade em acordo com os principios éticos vigentes, O
pesguizador responsavel deverd encaminkar 3 CEUAUFG, relatorios da pesquisa, encerramenta,
conchisdo(es) e publicagdo(es) de acorde com as recomendacdes da Eesolucdo o 01, da Lei
11. 70408

Fsiteramos a importiocia deste Parecer Consubstanciade, e lembramos que ofa) pesquisader(a)
respensavel devera epcaminkar a CEUA-PRPPG-UFG o Relatorio Final baseado na conclusas do
estude e na incidencia de publicagdes decorrentes dests, de acordo com o disposto ma Lai n®. 11.794
de 081072008, e Resolugdo Namativa o° 01, de 09072010 do Conselho MNacional d= Contrale de
Experimentacdo Animal-CONCEA. O przo para entrega do Relatorio & de até 30 dias apos o
enceramento da pesquisa, prevista para conclusao em 30/03/2018.

VI - Data da renmidio: 02122014
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Dra. Marina Pacheco Mipmel
Vice-coordenadora da CEUAPRPLUFG
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