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negativos (teste de Dunnett). CN: agua de manutencdo. (#) p<0,05 é
estatisticamente diferente em relacdo a sobrevivéncia observada ao final
das 96 horas (teste T de
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RESUMO

AVALIACAO TOXICOLOGICA DE UMA FORMULACAO A BASE DE GLIFOSATO E
SEUS PRINCIPAIS CONSTITUINTES SOBRE O ESTAGIO EMBRIO-LARVAL DE
ZEBRAFISH: EXPOSICAO UNICA E REPETIDA

RODRIGUES, L.B.%; OLIVEIRA, G.A.R?

ILaboratério de Pesquisa em Toxicologia Ambiental (EnvTox), Faculdade de Farmacia, Universidade Federal
de Goias.

O glifosato (GLI) é o ingrediente ativo encontrado em inimeras formulagdes herbicidas Uteis no
controle de plantas daninhas em areas agricolas e nao agricolas. Em decorréncia do uso
indiscriminado de formulacdes a base de glifosato, alguns de seus componentes, incluindo o
ingrediente ativo, podem alcancar ambientes aquaticos através de escoamento superficial e
lixiviacao. O presente estudo avaliou a toxicidade aguda apds exposicao Unica e repetida em pulsos,
além da genotoxicidade da formulagdo a base de glifosato Atanor 48 (ATN) e seus principais
constituintes: GLI, o surfactante polioxietilenoamina (POEA) e o &cido aminometilfosfonico (AMPA,
principal produto de degradacdo de GLI) sobre estagios iniciais de zebrafish (Danio rerio). Além
disso, a capacidade de resiliéncia das larvas apés exposicOes repetidas a ATN, GLI e POEA
também foi avaliada. Os efeitos toxicos da formulacao a base de GLI e seus principais constituintes
foram avaliados utilizando o teste de toxicidade aguda com o estagio embrionario de zebrafish,
engquanto os efeitos genotoxicos foram investigados utilizando o ensaio cometa com células de
larvas de zebrafish e células gonadais (linhagem RTG-2) de truta arco-iris. GLI e AMPA néao
apresentaram efeitos toxicos apds exposicao Unica, enquanto ATN e POEA induziram efeitos letais
significativos em zebrafish (CLso-06 h 76,50 mg/L e 5,49 mg/L, respectivamente). Sendo assim, oS
efeitos agudos para o estagio embrio-larval de zebrafish apds Unica exposicdo seguiu a
seguinte ordem, do mais toxico para 0 menos toxico: POEA > ATN > GLI = AMPA. Todas as
substancias foram genotéxicas para larvas de zebrafish (CEO 1,7 mg/L para GLI, ATN e AMPA e
0,4 mg/L para POEA). POEA também induziu dano ao DNA em células RTG-2 (CEO 1,6 mg/mL),
indicando um genotoxicante de acado direta. GLI ndo induziu efeitos téxicos apds exposicdes
repetidas em pulsos. No entanto, ATN induziu mortalidade significativa (CLso96 n 148,80 mg/L) na
maior concentracdo testada (100 mg/L) apds pulsos de 5 horas. POEA induziu toxicidade aguda
significativa em estagios iniciais de zebrafish apds pulsos de 1, 2 e 5 horas com CLsg.g6 n de 43,49
mg/L, 47,23 mg/L e 11,61 mg/L, respectivamente. Durante o periodo de recuperacédo, ndo houve
reversdo de efeitos subletais. Os efeitos toxicos induzidos por ATN e POEA apds exposicao repetida
em pulsos foram menores quando comparados aos efeitos observados na exposi¢cdo Unica. Em
sintese, diferentes parametros toxicologicos em cenarios de exposicdo distintos devem ser
analisados para prever e entender a toxicidade de formulagfes a base de GLI e seus constituintes.

Palavras-chave: surfactante, AMPA, FET, ensaio cometa, Danio rerio, resiliéncia.

Agradecimentos: EnvTox, ToxIn, CNPg, INCT/DATREM and CAPES.
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ABSTRACT

TOXICICTY EVALUATION OF GLYPHOSATE-BASED FORMULATION AND ITS MAIN
CONSTITUENTS ON THE ZEBRAFISH EARLY LIFE STAGES: CONTINUOUS AND
REPEATED PULSE EXPOSURE

RODRIGUES, L.B.%; OLIVEIRA, G.A.R?

ILaboratério de Pesquisa em Toxicologia Ambiental (EnvTox), Faculdade de Farmacia, Universidade Federal
de Goias.

Glyphosate (GLY) is the active ingredient of several herbicide formulations used to control weeds in
agricultural and non-agricultural areas. Due to intensive use of GLY-based formulations and the
repeated applications once weed resistance, some of their components, including the active
ingredient, may reach the aquatic environment through direct run-off and leaching. The present study
assessed the acute toxicity, after continuous and repeated exposures, and genotoxicity of the GLY-
based formulation Atanor 48 (ATN) and its major constituents GLY, surfactant polyethoxylated tallow
amine (POEA), as well as the main metabolite of GLY aminomethylphosphonic acid (AMPA) on
zebrafish early life stages. Also, we evaluate larvae resilience after ATN, GLY and POEA pulsed-
exposure. The toxic effects of these chemicals were evaluated in the fish embryo acute toxicity test
with zebrafish (Danio rerio), while genotoxic effects were investigated in the comet assay with cells
from zebrafish larvae and rainbow trout gonad-2 (RTG-2). GLY and AMPA caused no acute toxic
effect after continuous exposure, while ATN and POEA induced significant lethal effects in zebrafish
(LCs096 n 76.50 mg/L and 5.49 mg/L, respectively. In summary, these data indicate that the lethal
effects on zebrafish early-life stages can be ranked in the following order from most to least toxic:
POEA > ATN > GLY = AMPA. All compounds were genotoxic to zebrafish larvae (LOEC 1.7 mg/L
for GLY, ATN, AMPA and 0.4 mg/L for POEA). Unlike in vivo. POEA induced DNA damage in RTG-
2 cells (LOEC 1.6 mg/L), suggesting that it is a direct acting genotoxic agent. GLY caused no acute
toxic effect after repeated pulse exposure. However, ATN showed significant mortality (LCso-96 n
148.80 mg/L) after 5 h pulse at 100 mg/L and POEA induced significant toxicity on zebrafish early
life stages after 1, 2 and 5 h pulse with LCsp.06 n Of 43.49 mg/L, 47.23 mg/L and 11.61 mg/L,
respectively. Zebrafish was not able to reverse the sublethal effects induced by ATN, GLY and POEA
during the recovery period. The toxic effects induced by ATN and POEA after pulsed-exposure were
less than continuous exposure. Therefore, its important to evaluate different toxicological endpoints
with distinct exposure scenarios to predict the hazards of GLY-based formulations, their components
and breakdown product to aquatic biota.

Keywords: surfactant, AMPA, FET, Comet assay, Danio rerio, resilience.

Acknowledgements: EnvTox, ToxIn, CNPg, INCT/DATREM and CAPES.
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PARTE I:
INTRODUGAO GERAL

1. INTRODUCAO
1.1 A evolugéo do glifosato no mercado nacional e mundial

O glifosato, N-(fosfonometil) glicina, foi sintetizado em 1950 por Henri Martin em uma
pequena empresa farmacéutica suica (Swiss Pharmaceutical Company), mas néao
apresentou finalidades farmacolégicas relevantes. Uma década mais tarde, a molécula de
glifosato chamou a atencdo da Monsanto Company, devido a sua propriedade herbicida,
gue foi reconhecida por um de seus pesquisadores, John Franz, em 1970 (FRANZ; MAO;
SIKORSKI, 1997; DILL et al., 2010). No ano seguinte, o glifosato foi patenteado como um
herbicida (US Patent No. 3799758) e a Monsanto introduziu a primeira formulacéo a base
de glifosato, o Roundup®, no mercado (DUKE; POWLES, 2008; BENBROOK, 2016;
MESNAGE; ANTONIOU, 2017).

Desde sua introducdo, as taxas de aplicacdo anual tém aumentado de modo
significativo, especialmente devido a admisséo de culturas de soja, canola, milho e algodao
geneticamente modificadas e a identificacdo de espécies de plantas daninhas resistentes
a esse ingrediente ativo, no ano de 1996 (CUHRA; BOHN; CUHRA, 2016; MYERS et al.,
2016; MESNAGE; ANTONIOU, 2017).

Atualmente, o ingrediente ativo glifosato lidera o0 mercado mundial de agrotoxicos e
se tornou o herbicida mais comercializado para o controle de plantas daninhas em areas
agricolas e ndo agricolas. Vale destacar que em decorréncia da remocéo da patente, o
glifosato esta presente em mais de 750 formulagdes registradas no mundo, sendo 123
produtos formulados registrados no Brasil (GUYTON et al., 2015; AGUIAR et al., 2016;
ZHANG et al., 2017; GRIGORI, 2019).

Em 2012, cerca de 127 mil toneladas de glifosato foram utilizadas nos Estados
Unidos e 700 mil no mundo (BENBROOK, 2012; SWANSON et al., 2014), aumentando para
cerca de 825 mil toneladas, em 2014 (BENBROOK, 2016; GILL et al., 2018). No Brasil,
esse cenario nao é diferente, uma vez que, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) desde 2008 o pais ocupa o primeiro lugar no ranking mundial em
consumo de agrotoxicos (BRASIL, 2011).

Em 2000, o Brasil consumiu cerca de 170 mil toneladas de agrotéxicos e, em 2014,
esse numero aumentou para cerca de 500 mil. Além disso, o Brasil consome 20% de todo

agrotoxico comercializado no mundo e segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
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dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) em 2014, o glifosato e seus sais estiveram no
topo do ranking dos ingredientes ativos mais consumidos no pais, representando 39% das
vendas. Ainda segundo o 6rgdo ambiental, 173 mil toneladas de glifosato foram vendidas
no Brasil em 2017 (BRASIL, 2011; BOMBARDI, 2017; GRIGORI, 2019).

A justificativa para o aumento do consumo estaria relacionada ao crescimento da
produtividade agricola e ao aumento da area plantada de culturas geneticamente
modificadas, sendo que o Brasil representa 23% dessa area a nivel mundial (GOMES et
al., 2014; GILL et al., 2017; VAN BRUGGEN et al., 2018; RODRIGUES et al., 2019).

1.2 Propriedades fisico-quimicas e mecanismo de acédo do glifosato
O glifosato pertence ao grupo dos fosfonatos, com estrutura quimica (FIGURA 1)
semelhante aos organofosforados, diferenciando apenas na substituicdo de um dos atomos

de oxigénio ligado ao fosforo pelo aminoacido natural glicina (BAIRD, 2002).

FIGURA 1. Férmula estrutural do glifosato (N-fosfometil glicina).
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FONTE: Amarante, Junior e Santos (2002).

O glifosato € uma denominagcdo comumente utilizada para uma familia de compostos
obtidos por diferentes processos quimicos. E uma molécula complexa que existe sob duas
formas diferentes nas formulacfes herbicidas, o equivalente acido de glifosato (e.a.),
responsavel pela acao herbicida e os sais de glifosato (também denominados derivativos),
como o sal de isopropilamina, sal de dimetilaménio, sal de potassio, glifosato amdnio e
glifosato sesquisddio, que conferem aumento na solubilidade e estabilidade do e.a. Tanto
o glifosato quanto seus sais sao sélidos cristalinos, com alta solubilidade em agua (10 a
15,7 g/L a 25 °C, para glifosato (e.a.) e 1000 g/L a 25 °C, para o sal de isopropilamina)
(AMARANTE JUNIOR; SANTOS, 2002; DILL et al., 2010; CUHRA; BOHN; CUHRA, 2016;
SILVA, 2019).

O glifosato é comercializado em formulacdes, que variam em composi¢ao quimica e

sdo mais toxicas do que o ingrediente ativo isolado. Essas formulacdes sdo constituidas




por agua, ingrediente ativo em diferentes concentracdes e compostos categorizados como
ingredientes inertes, podendo também ser denominados adjuvantes, co-formulantes ou
surfactantes. Esses compostos sao adicionados a formulacdo com objetivo de aumentar a
eficicia do ingrediente ativo (FOLMAR et al., 1979; WEBSTER et al., 2014; MESNAGE et
al., 2015; MESNAGE; BENBROOK; ANTONIOU, 2019; MARTENS et al., 2019).

Dentre as inimeras formulacbes existentes no mercado, o Roundup® € a mais
utilizada e apresenta em sua composicao 360 g/L de glifosato e.a., 480 g/L de sal de
isopropilamina de glifosato e o surfactante ndo ionico polioxietiienoamina (POEA), em
concentragdes que variam de 50 a 150 g/L (WILLIAMS; KROS, MUNRO, 2000; HOWE et
al., 2004; MESNAGE; BENBROOK; ANTONIOU, 2019).

Os POEAs sdo uma mistura complexa de compostos obtidos a partir de acidos
graxos de origem animal, sendo adicionados a formulacdo para aumentar a adeséo do
ingrediente ativo a superficie da folha da planta daninha, melhorando seu perfil de absorgéo
e translocacdo (BENBROOK, 2016; MARTENS et al.,, 2019; MESNAGE; BENBROOK;
ANTONIOU, 2019). Devido a sua elevada eficiéncia, os POEAs tém sido os surfactantes
mais utilizados em herbicidas a base de glifosato. No entanto, seus efeitos toxicos podem
superar os efeitos toxicos do glifosato isoladamente. A diferenca de toxicidade entre a
formulacdo de referéncia, Roundup®, e o principio ativo foi discutida pela primeira vez por
Folmar e colaboradores (1979). IniUmeros estudos corroboraram o anterior e compararam
a toxicidade de formulacbes equivalentes em relacdo a formulacdo de referéncia e ao
glifosato isolado, concluindo que elas se mostravam mais téxicas do que o principio ativo
(WAN; WATTS; MOUL, 1989; TSUI; CHU, 2003; MESNAGE; BERNAY; SERALINI, 2013;
MORENO; SOFIA; MARTINEZ, 2014; WEBSTER et al., 2014; MESNAGE et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2017; MESNAGE; BENBROOK; ANTONIOU, 2019; RODRIGUES et
al., 2019).

O glifosato € um potente herbicida néo seletivo, pds-emergente e de amplo espectro.
Seu mecanismo de acdo esta associado a inibicAo competitiva da enzima 5-enolpiruvil-
chiguimato-3-fosfato-sintase (EPSPs). Esta rota sintética, presente em plantas e alguns
microorganismos, é responsavel pela producdo de chiguimato, necessario na biossintese
de fenilalanina, tirosina e triptofano, aminoacidos essenciais para a sintese de precursores
de ligninas, flavonoides, taninos e outros compostos fendlicos (COLE, 1985; FRANZ, 1985;
ANNETT; HABIBI; HONTELA, 2014; BAI; OGBOURNE, 2016).

Apés a aplicacdo, o herbicida € rapidamente absorvido pela superficie da planta
sendo difundido através de sua cuticula. As propriedades fisico-quimicas do glifosato

permitem que ele seja translocado das folhas para as raizes e, em decorréncia desse
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transporte sistémico, a planta é totalmente eliminada, inicialmente por clorose foliar
(amarelamento do limbo foliar) seguido de necrose, acometendo meristemas, 6rgaos de
armazenamento, raizes jovens, folhas e tecidos em crescimento da planta (SIEHL, 1997,
GEIGER et al., 1999; KIRKWOOD et al., 2000; DUKE; POWLES, 2008).

1.3 Comportamento ambiental do glifosato

A grande variedade de herbicidas a base de glifosato e seu uso extensivo em areas
agricolas e ndo agricolas tem resultado em niveis elevados de residuos de ingrediente ativo
e seus constituintes nos ecossistemas, gerando grande preocupacdo ambiental (VAN
BRUGGEN et al., 2018). O glifosato entra no solo através da pulverizacao direta em campos
agricolas tradicionais, campos agricolas geneticamente modificados e em areas urbanas.
Apés aplicacédo, parte do composto que nao atinge o alvo, fica retido no solo.

A retencdo do glifosato no solo desempenha um papel importante relacionado a
formacdo de complexos com agua e ions metalicos (Ca?* e Mg?*), disponibilidade para
biodegradacao por microrganismos, reabsorcéo por plantas adjacentes e, ainda, sorcéo
com sedimentos suspensos no solo como argila e matéria organica (PRATA, 2010; DUKE
et al., 2012).

As taxas de sorcdo aumentam com a reducdo da area de superficie do solo,
presenca de metais e valores de pH baixos. No entanto, as taxas de degradagéo no solo
nao estdo relacionadas ao conteudo de argila e matéria organica, mas possivelmente, ao
pH do solo e, em menor grau, as concentragdes totais de metais (DUKE; POWLES, 2009;
BANKS et al., 2014; GRANDCOIN; PIEL; BAURES, 2017).

O glifosato apresenta grande afinidade pela maioria dos solos devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas e, 0 aumento das quantidades aplicadas, tem relacéo direta
com essa afinidade. Alguns fatores relevantes, como degradacéo lenta da molécula, tempo
de meia-vida (4 a 151 dias) e reducdo da acdo potencial pés-aplicacao, contribuem esse
aumento (FRANZ; MAO; SIKORSKI, 1997; BANKS et al., 2014; GRANDCOIN; PIEL;
BAURES, 2017; VAN BRUGGEN et al., 2018).

A sorcao do glifosato ao solo facilita o processo de degradac&o microbiana que pode
ocorrer por duas vias, uma que leva a formacdo do acido aminometil fosfénico (AMPA),
como metabdlito principal e outra que forma sarcosina, glicina e glioxilato, como metabdlitos
secundarios (BORGGAARD; GIMSING, 2008; WANG et al., 2016). Em relacdo a
persisténcia no solo, ao contrario do glifosato, o AMPA ¢é classificado como persistente,
apresentando meia-vida de 151 dias, que pode variar de 76 a 240 dias a depender das

condi¢Bes do solo. Quando comparado ao glifosato, AMPA tem se mostrado de 3 a 6 vezes
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mais téxico (SUN; LI; JAISI, 2019; TRESNAKOVA; STARA; VELISEK, 2021; MARTINS-
GOMES et a., 2022).

A degradacéo microbiolégica do glifosato envolve a acéo de trés enzimas: glifosato
oxidoredutase, glicina oxidase e C-P liase. As duas primeiras estdo associadas a formacao
de glioxilato e AMPA, enquanto C-P liase relaciona-se com a formag&o dos subprodutos
metilamina e fosfato inorganico, ambos consumidos por microorganismos presentes no
solo. A sarcosina, um subproduto de degradacdo do glifosato, como citada acima, é
convertida a formaldeido e glicina igualmente Uteis & microbiota do solo (GILL et al., 2017).

A contaminacdo de ecossistemas aquaticos por herbicidas a base de glifosato,
surfactantes e seu metabdlito principal pode acontecer de diversas maneiras. Tanto o
glifosato quanto AMPA acumulam-se nas camadas mais externas do solo e podem ser
transportados para aguas superficiais através do escoamento superficial, lixiviacdo, deriva
pos-pulverizacdo e apos chuvas intensas (FIGURA 2) (ANNET; HABIBI; HONTELA, 2014;
GRANDCOIN; PIEL; BAURES, 2017; RODRIGUES et al., 2019; TRESNAKOVA; STARA;
VELISEK, 2021).

FIGURA 2. Distribuicdo e transporte de glifosato e AMPA nos ecossistemas aquaticos.
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As propriedades fisico-quimicas do glifosato sugerem que a contaminacdo das
aguas subterraneas é relativamente baixa (CONNOR et al., 2007; COUPE et al., 2012;
ANNET; HABIBI; HONTELA, 2014; GRANDCOIN; PIEL; BAURES, 2017). As maiores
concentracbes desse composto nos recursos hidricos ocorrem no primeiro episédio de
escoamento superficial apds aplicacdo das formulagdes. Além disso, a aplicacao direta em
agua também resulta em quantidades significativas de residuos de glifosato e dos demais
constituintes da formulacdo. Vale destacar que, a presenca ou auséncia de glifosato em
aguas superficiais depende da proximidade da area de aplicacao do herbicida ao corpo
d’agua (ANNET; HABIBI; HONTELA, 2014; VAN BRUGGEN et al., 2018).

O glifosato tem demonstrado ser persistente em &guas superficiais, sendo
encontrado em concentragbes que variam de 0,01 mg/L a 0,7 mg/L e, em casos de
aplicacao direta na agua, em concentracdes entre 1,7 mg/L e 5,2 mg/L (ANNET; HABIBI;
HONTELA, 2014; VAN BRUGGEN et al., 2018; RODRIGUES et al., 2019). Segundo Tush
e colaboradores (2018), o POEA tem sido encontrado em cursos d’agua, apos escoamento
de culturas glifosato-resistente e geneticamente modificadas. J& o AMPA, que ocorre
concomitantemente ao glifosato em decorréncia de ser seu principal produto de
degradacéao, tem sido detectado com frequéncia em aguas superficiais, apresentando um
perfil de persisténcia semelhante ao observado para o glifosato. Destaca-se ainda que a
presenca de AMPA nesse compartimento ambiental pode ser um indicador util da presenca
de glifosato (GRUNEWALD et al., 2001; BAI; OGBOURNE, 2016; CATTANI et al., 2017;
GRANDCOIN; PIEL; BAURES, 2017).

Estudos recentes tém demonstrado que o uso de herbicidas a base de glifosato em
areas urbanas tem sido uma importante fonte de contaminacdo de aguas superficiais,
contribuindo fortemente para contaminacdo desses ecossistemas aquaticos em
comparacao as areas agricolas (ANNET; HABIBI; HONTELA, 2014; GRANDCOIN; PIEL;
BAURES, 2017; VAN BRUGGEN et al., 2018).

1.3.1 Toxicidade do glifosato para organismos aquaticos

A contaminacdo dos ecossistemas aquaticos por glifosato e suas formulacdes afeta
o crescimento e as funcdes metabdlicas de inUmeros organismos, incluindo protozoarios,
mexilhdes, crustaceos, anfibios e peixes (GILL et al., 2017; GRANDCOIN; PIEL; BAURES,
2017; LANZARIN et al., 2019).




Estudos de toxicidade aguda em espécies aquaticas, importantes para a
compreensdo dos limites de exposicdo, tém se concentrado na avaliacdo tanto das
formulagbes a base de glifosato, quanto dos constituintes individuais e do principal produto
de degradacdo (ANNET; HABIBI; HONTELA, 2014; GRANDCOIN; PIEL; BAURES, 2017,
VAN BRUGGEN et al., 2018).

De acordo com a literatura, o glifosato isoladamente ndo se bioacumula nos
organismos aguaticos. Porém, existem evidéncias de que o fator de bioacumulacao pode
aumentar na presenca de POEA, visto que o aumento da permeabilidade do ingrediente
ativo proporcionado por essa substancia em células de plantas daninhas, também pode ser
observado em células animais. Esse fator suporta a possibilidade de contaminacdo em
varios niveis da cadeia tréfica, sendo uma preocupac¢do maior para espécies de peixes,
especialmente durante as fases iniciais de desenvolvimento (CONTARDO-JARA;
KLINGELMANN; WIEGANG, 2009; HEDBERG,; WALLIN, 2010; ANNET; HABIBI;
HONTELA, 2014).

Os peixes sao uma das mais importantes classes nos ecossistemas aquaticos, pois
tem um papel importante na cadeia alimentar e mantendo o equilibrio natural das teias
alimentares (GILL et al., 2017). Esses organismos sdo expostos a uma ampla faixa de
estressores ambientais durante seu ciclo de vida, porém se adaptam para responder a
mudancas em seu ambiente natural através de compensacOes fisioloégicas e
comportamentais. A presenca de estressores provenientes da acdo antropogénica, tais
como os herbicidas a base de glifosato na agua, pode alterar a fisiologia e endpoints
comportamentais criticos para a manutencao da funcdo normal, causando efeitos do nivel
celular ao populacional (GUILHERME et al., 2012; HUED; OBERHOFER; BISTONI, 2012).
Além disso, pelo fato de ocuparem niveis troficos elevados, sdo susceptiveis a efeitos
através de fontes alimentares contaminadas como algas, invertebrados e outras espécies
de peixes (SOLOMON; THOMPSON, 2003).

Um estudo realizado por Geisy e colaboradores (2000), revisou dados de toxicidade
para 12 espécies de peixes expostos ao herbicida a base de glifosato, Roundup® Original,
e demonstrou valores de concentracdo letal média (CLso) ap6s 96 horas de exposicdo
variando entre 4,2 e 52,0 mg/L. Vale ressaltar que, grande parte da toxicidade da
formulacdo é atribuida a presenca do surfactante, particularmente o POEA. Além disso,
deve-se levar em consideracéo a sensibilidade interespécies. Dentre as espécies avaliadas
no estudo, a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) mostrou-se mais sensivel a exposicao

a formulagéo com CLso-geh de 4,2 mg/L.




Outro ponto importante relacionado a toxicidade, deve-se ao ciclo de vida do peixe.
Em geral, os efeitos toxicos do herbicida sdo mais acentuados nos estagios iniciais de
desenvolvimento (FOLMAR et al., 1979; JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002; SULUKAN et
al., 2017; ZHANG et al., 2017; FIORINO et al., 2018). Um estudo conduzido por Bridi e
colaboradores (2017) avaliou a diferenca de toxicidade do ingrediente ativo glifosato e de
Roundup® Original sobre estagios embrio-larvais (72 horas pos-fertilizacao) e adultos de
zebrafish (Danio rerio). A partir de avaliacdes comportamentais, o estudo corroborou a ja
conhecida diferenca de toxicidade entre ativo e formulacéo e, além disso, demonstrou que
0s estagios iniciais de desenvolvimento sdo mais sensiveis a agentes toxicos quando
comparados aos organismos adultos. Portanto, é importante compreender os efeitos
toxicos das novas geracdes de herbicidas a base de glifosato contendo diferentes
concentragbes do ingrediente ativo, surfactantes e substancia inerte, especialmente
durante a embriogénese dos organismos, fase em que sdo mais suscetiveis (MASSEI et
al., 2015).

1.4 Zebrafish (Danio rerio) como organismo modelo para avaliagdo de toxicidade

O zebrafish (Danio rerio), um peixe tropical nativo dos rios de agua doce da India,
Sul e Sudoeste da Asia, é um tele6steo com 3 a 5 centimetros, pertencente a familia dos
ciprinideos (NAGEL, 2002). Em 1982, George Streisinger prop0s pela primeira vez o uso
do zebrafish como modelo experimental para o estudo da frequéncia de mutacdes em
resposta a agentes carcinogénicos ambientais e, nas trés décadas subsequentes, foi
empregado na identificacdo de agentes teratogénicos e na elucidacdo de mecanismos de
acao toxicos (BAMBINO, CHU, 2017). Desde entédo, vem sendo utilizado como organismo
modelo para indmeros estudos, incluindo nas éareas de farmacologia, oncologia,
reproducdo, toxicologia ambiental, ecotoxicologia e avaliacdo de genotoxicidade e
mutagenicidade (NAGEL, 2002; SCHOLZ et al., 2008, DAI et al., 2014).

Dentre as vantagens do uso do zebrafish como modelo experimental, um conjunto
especifico de caracteristicas tém contribuido para sua popularidade, sendo elas: tamanho
pequeno, rapido desenvolvimento, facil manutencdo em laboratério, alta taxa de
fecundidade, producdo de grande numero de embrides e curto ciclo reprodutivo. Além
disso, a transparéncia dos ovos e larvas, permite a avaliacdo do desenvolvimento através
de procedimentos nado invasivos minimizando, desse modo, o sofrimento e reduzindo o
estresse do animal. O plano basico do corpo do zebrafish é estabelecido 24 horas pos-
fecundacao (hpf) e os embrides eclodem em aproximadamente 48 a 50 hpf. Apés 120 hpf,

a organogénese dos principais 6rgaos da larva esta concluida. Ademais, em decorréncia
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de seu curto ciclo de vida, esse organismo alcanca maturidade sexual com 3 meses de
idade (KIMMEL et al., 1995; SCHOLZ et al., 2008; SCHOLZ, 2013; HOWE et al., 2013).
Outro motivo de destaque € que, de acordo com a regulamentacédo de bem-estar animal da
comunidade europeia (Diretiva, 2010/63/EU), os estagios embrionarios do zebrafish ndo
necessitam de protecdo, pois sdo independentes da alimentacdo exdgena, sendo
considerados similares aos modelos in vitro e, portanto, alternativos ao uso de animais
(DIRECTIVE 2010/63/EU; SCHOLZ et al., 2008; TEIXIDO et al., 2013).

Em vista dessas inimeras caracteristicas vantajosas e a sua sensibilidade a
diferentes tipos de contaminantes, o zebrafish pode ser utilizado como organismo modelo
para estudos que visem monitoramento ecotoxicolégico, incluindo avalicdo de
contaminantes emergentes como farmacos, disruptores enddocrinos, agrotoxicos, corantes,
retardantes de chama, nanomateriais, dentre outros (GOOLISH; OKUTAKE; JOHNSON,
2000; DAI et al., 2014; LEME et al., 2015; RODRIGUES et al., 2016; BRITO et al., 2018;
FELZENSZWALB et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018; MORENO et
al., 2019; PEREIRA et al., 2019; RODRIGUES et al., 2019). Outro ponto importante esta
relacionado ao seu genoma estar completamente sequenciado e a sua similaridade
genética aos camundongos e humanos, possibilitando extrapolacées (PARNG et al., 2002;
LIESCHKE; CURRIE, 2007; HOWE et al., 2013; SCHOLZ, 2013; TANNENBAUM; BENNET,
2015; GARCIA; NOYES; TANGUAY, 2016; SALEEM; KANNAN, 2018; SHEHWANA,
KONU, 2019). Desse modo, além do emprego na area ambiental, o zebrafish tem sido
modelo na investigagcdo de doencas humanas, incluindo estudos para distarbios no
coracao, rins, figado, sistema hematopoiético, sistema imunoldgico, sistema nervoso
central, dentre outros (SCHOLZ et al., 2008; STRAHLE et al., 2012; DAI et al., 2014;
BAMBINO; CHU, 2017; SALEEM; KANNAN, 2018). Nesse sentido, por razdes éticas e
considerando o bem-estar dos animais, o Fish Embryo Toxicity (FET) test com zebrafish se
tornou popular entre a comunidade cientifica, pois permite o estudo dos efeitos de
toxicantes sobre os estagios iniciais de desenvolvimento embrionario. Além disso, o FET
pode ser empregado na substituicdo ao ensaio utilizando peixes adultos. Destaca-se ainda
gue o teste pode ser aplicado a agentes que apresentam variadas propriedades fisico-
quimicas (NAGEL, 2002; HERMSEN et al., 2011; OECD, 2013).

Embrides de peixe recém-fertilizados sdo expostos a um agente tOxico por um
periodo de 96 horas. A cada 24 horas indicadores de letalidade, incluindo coagulacdo dos
embrides, auséncia de formacao de somitos (musculatura primitiva), de desprendimento da

cauda do saco vitelinico e de batimentos cardiacos sao registrados. Ao final do periodo de




exposicao, a toxicidade aguda € determinada calculando-se a CLsp, tomando por base os
indicadores supracitados (OECD, 2013).

Dentre os varios ensaios disponiveis para avaliar a genotoxicidade de compostos o
ensaio cometa é considerado uma técnica répida, sensivel e econdmica (JARVIS,
KNOWLES, 2003; KOSMEHL et al., 2006) que tem sido indicada para a detec¢éo de danos
na estrutura do DNA, em qualquer célula eucariota individual, tais como as atividades de
reparo, modo de seu empacotamento e sua integridade (TICE et al., 2000; GONTIJO, TICE,
2003). Destaca-se, ainda, que o0 ensaio se tornou um biomarcador sensivel para estudos
de monitoramento ambiental (LEE; STEINERT, 2003). Além disso, 0 ensaio cometa tem
sido a principal metodologia para anélise de dano no DNA em embrides e larvas de
zebrafish (CANEDO; ROCHA, 2021).

Na versdo alcalina, as células individualizadas sdo embebidas em agarose e lisadas
para liberar seu DNA nuclear. Essa etapa € seguida pela eletroforese alcalina e
neutralizacdo. A coloracao é feita com brometo de etidio para avaliar a situacdo do DNA
usando um microscopio de fluorescéncia. Se o DNA nuclear estiver danificado, sera
observada uma imagem semelhante a um cometa (JARVIS, KNOWLES, 2003).

Se nao reparadas, as lesbes ao DNA, podem iniciar uma cascata de efeitos
biologicos em diversos niveis, incluindo células, o6rgdos, em todo organismo e,
eventualmente, a nivel populacional (KOSMEHL et al., 2006).

Nesse contexto, esse trabalho avaliou e comparou os efeitos toxicos agudos apos
exposicado Unica e repetidas, assim como investigou os efeitos genotoxicos de uma
formulacdo de herbicida a base de glifosato (Glifosato Atanor 48 - ATN), do ingrediente
ativo glifosato (GLI), do surfactante polioxietilienoamina (POEA) e do metabdlito principal

acido aminometilfosfénico (AMPA) sobre os estagios embrio-larvais de zebrafish.

1.5 Avaliacdo da toxicidade de praguicidas/agrotoxicos utilizando exposicoes
repetidas

A entrada de agrotéxicos em ecossistemas aquaticos geralmente ocorre sob a forma
de pulsos e nao por exposicbes continuas. A principal fonte de entrada se da por
escoamento superficial em areas agricolas e ndo agricolas, apds chuvas intensas. Quando
adentram nesses ecossistemas, esses compostos atingem concentracdes maximas nos
corpos d’agua. No entanto, em decorréncia diluigdes, mudangas na estrutura da molécula,

alteracdes no perfil de solubilidade e degradacédo, as concentragdes tornam-se menores
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podendo atingir niveis minimos (REINERT; GIDDINGS; JUDD, 2002; CHEVRE;
VALLOTTON, 2013).

Os ensaios de toxicidade comumente empregados utilizam cenarios de exposicao
continua, ndo levando em consideracdo o periodo no qual ocorre a reducdo da
concentracdo do agrotoxico no compartimento aquatico. Essa reducédo pode implicar em
diminuicdo da sensibilidade do organismo-modelo ao composto e a reproducdo de um
cenario de exposicao nao realista (REINERT; GIDDINGS; JUDD, 2002; VALLOTON et al.,
2008).

A vulnerabilidade de células, érgaos ou organismos depende de como eles se
comportam a uma variagao negativa provocada, por exemplo, por um agente toxico. Essa
habilidade da célula ou organismo em lidar com estimulos danosos e se recuperar das
alteracbes provocadas por eles é conhecida como resiliéncia celular. Essa propriedade
fisiolégica também pode ser definida como o oposto de vulnerabilidade, embora haja
opinides divergentes na literatura. A resiliéncia ndo esta relacionada apenas ao retorno da
célula ao seu estado normal, mas como o estressor alterou a sua funcionalidade e resposta.
Assim, uma célula resiliente ndo é necessariamente uma célula saudavel (SMIRNOVA et
al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

O glifosato tem sido objeto de estudo de agéncias reguladoras nacionais e
internacionais desde sua introdu¢@o no mercado. Esse ingrediente ativo € classificado com
toxicidade relativamente baixa para mamiferos apresentando dose letal média (DLso) maior
do que 5000 mg/kg. No que concerne aos estudos de carcinogenicidade, as agéncias
reguladoras americana e europeia concluiram que esse herbicida ndo oferece risco
significativo para seres humanos (WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000; NPCI, 2011;
TARAZONA et al., 2017; VAN BRUGGEN et al., 2018; BENBROOK, 2019). No entanto, em
um relatério divulgado em 2015 pela Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer
(IARC), tanto a classificacdo do ingrediente ativo isolado quanto dos produtos formulados
foi alterada para grupo 2A, ou seja, “provavelmente carcinogénico para seres humanos”
(GUYTON et al., 2015; MESNAGE; ANTONIOU, 2017; BENBROOK, 2019).

A consequéncia dessa nova classificacdo resultou em um movimento para a
reavaliacdo da toxicidade do glifosato pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (US-EPA), Autoridade Europeia para Seguranca Alimentar (EFSA) e pela
Organizacado das Nacbes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO/OMS) em 2016.
Apés detalhada avaliacdo, as agéncias reguladoras chegaram a uma conclusédo contraria
a proposta pela IARC, aumentando o debate cientifico e social acerca da toxicidade do
ingrediente ativo glifosato e seus produtos formulados (TARAZONA et al.,, 2017,
BENBROOK, 2019).

As divergéncias cientificas encontradas nos estudos com o glifosato podem estar
relacionadas as diferentes abordagens, metodologias e interpretacées dos dados. Contudo,
€ importante ressaltar que apesar dos resultados obtidos pela US-EPA, EFSA e FAO/OMS
se mostrarem diferentes daqueles atingidos pela IARC, as agéncias atualizaram o perfil
toxicoldégico do composto, propondo novos valores de referéncia (TARAZONA et al., 2017,
BENBROOK, 2019).

No Brasil, o glifosato estd em processo de reavaliacdo pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) desde 2008. Em 2018, a agéncia apresentou uma nota
técnica preliminar sobre as conclusdes da reavaliagcdo do glifosato concluindo que, em
relacdo as propriedades proibitivas para o registro de agrotéxicos, previstas na Lei 7.802
de 11 de julho de 1989, a Lei dos Agrotoxicos, o ingrediente ativo isolado ndo apresenta

caracteristicas mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas (BRASIL, 2018). A deciséo
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final sobre a regulamentacdo e classificacdo toxicologica foi tomada apds a Consulta
Publica 484/201, culminando na Resolugéo n° 2.080 de 31 de julho de 2019 que divulga a
reclassificacdo de agrotoxicos, inclusive aqueles que contém glifosato. Segundo a
resolugéo, o herbicida a base de glifosato mundialmente utilizado, Roundup® Original,
passou a ser classificado como “Categoria 4 - Produto Pouco Téxico” (BRASIL, 2019).

Vale ressaltar que, a grande maioria dos estudos conduzidos pelas agéncias
reguladoras sao realizados com o ingrediente ativo isolado. No entanto, a exposicao
humana e ambiental a este composto se da através da aplicacao de produtos formulados,
ou seja, uma mistura do ingrediente ativo com as substancias inertes (adjuvantes, co-
formulantes ou surfactantes) que, como citado anteriormente, podem aumentar a
toxicidade do glifosato (FOLMAR et al., 1979; MESNAGE; BERNAY; SERALINI, 2013;
DEFARGE et al., 2016; BENBROOK, 2019; LANZARIN et al., 2019; RODRIGUES et al.,
2019).

Além disso, a avaliacao da toxicidade aguda de agrotoxicos, geralmente, é realizada
através de uma Unica exposi¢cdo, ou Seja, 0 organismo permanece em contato com o
agrotoxico durante todo o periodo do ensaio, o que nao reflete o cenario de exposicao real.
Nesse caso, a analise da toxicidade de um agrotoxico apds exposicdes repetidas, multiplas
exposicdes ou exposi¢cdes em pulsos pode representar uma resposta mais fidedigna para
0S organismos néao-alvo, considerando que os métodos tradicionais de protecdo dos
campos agricolas, geralmente, exigem altas doses e aplicacbes repetidas desses
compostos (REINERT; GIDDINGS; JUDD, 2002).

As exposi¢cdes em pulsos podem ter consequéncias a nivel individual e populacional.
O primeiro pulso de exposicao pode selecionar 0s organismos mais resistentes, causando
uma toxicidade aparentemente baixa, porém se a frequéncia dos pulsos aumentar, a
toxicidade pode se tornar similar aquela obtida apds exposicdo continua (REINERT;
GIDDINGS; JUDD, 2002; MORETON et al., 2020). Outro aspecto importante que deve ser
considerado em um cenério real de exposicéo aos agrotoxicos é a capacidade de resiliéncia
do organismo exposto, ou seja, a sua habilidade em lidar com estimulos danosos e se
recuperar das alteracdes provocadas por eles apés exposicdes repetidas (GIESY et al.,
1999; BUNDSCHUH et al., 2017).

Tendo em vista a variedade de formula¢cGes de herbicidas a base de glifosato e o
impacto ambiental proveniente do uso indiscriminado delas, principalmente em decorréncia
da flexibilizacdo da legislacéo brasileira e a recente reclassificacdo das formula¢cdes pelas
agéncias regulatorias, esse trabalho avaliou e comparou a toxicidade aguda e a

genotoxicidade da formulacdo comercial Glifosato Atanor 48 (ATN), do ingrediente ativo
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glifosato (GLI), do surfactante polioxietilenoamina (POEA) e do metabdlito principal do GLI,
o acido aminometilfosfénico (AMPA) sobre os estagios embrio-larvais de zebrafish ap6s
exposicdo Unica. Além disso, para ter conhecimento de um cenério mais fidedigno de
exposicdo ao ATN, GLI e POEA, esse trabalho avaliou a toxicidade aguda desses
compostos para embrides e larvas de zebrafish ap6s exposi¢cdes repetidas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar e comparar a toxicidade aguda e a

genotoxicidade da formulacdo comercial Glifosato Atanor 48 (ATN), do ingrediente ativo

glifosato (GLI), do surfactante polioxietilienoamina (POEA) e do metabdlito principal acido

aminometilfosfénico (AMPA) sobre o0s estagios embrio-larvais de zebrafish apds exposicédo

Unica e repetidas.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos toxicos agudos induzidos por ATN, GLI, POEA e AMPA sobre os
estagios embrio-larvais de zebrafish apds exposicdo Unica, através da andlise de
parametros letais e subletais;

Avaliar os efeitos genotoxicos de ATN, GLI, POEA e AMPA sobre larvas de zebrafish
apos exposicao Unica, através da analise do indice de dano ao DNA;

Comparar a toxicidade aguda e a genotoxicidade induzidas por ATN, GLI, POEA e
AMPA sobre os estagios embrio-larvais de zebrafish apds exposicéo Unica;

Avaliar os efeitos toxicos agudos induzidos pelo ATN, GLI e POEA sobre os estagios
embrio-larvais de zebrafish apds exposicao repetida em pulsos;

Avaliar a capacidade de resiliéncia das larvas de zebrafish apds exposicdes
repetidas em pulsos ao ATN, GLI e POEA.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Substancias-teste

Os ensaios foram conduzidos com as seguintes substancias-teste: glifosato puro
(GLI) (CAS No. 1071-83-6; pureza: 99%) e acido aminometilfosfénico (AMPA) (CAS no.
1066-51-9; pureza: 99%) obtidos da Sigma-Aldrich (Seelze, LS, Alemanha), uma
formulacdo a base de glifosato obtida comercialmente, Glifosato Atanor 48 (ATN) (Porto
Alegre, RS, Brasil), composta por sal de isopropilamina de glifosato (480 g/L) e equivalente
acido de glifosato (360 g/L) e o surfactante polioxietilenoamina (POEA) obtido da Crescent

Chemical Company (Islandia, NI, EUA).

4.2 Manutencéo dos peixes adultos

Peixes adultos machos e fémeas de zebrafish (D. rerio) adquiridos de petshop foram
mantidos no sistema de recirculagdo Rack Hydrus (Alesco), no Laboratorio de Pesquisa em
Toxicologia Ambiental (EnvTox) da Universidade Federal de Goias (UFG). A agua utilizada
no sistema foi obtida por osmose reversa, passando por varios niveis de filtracao (filtros de
carvao ativado e filtros biolégicos), esterilizada por luz ultravioleta (UV) e com ajuste
automatico de pH e condutividade. A temperatura da agua foi mantida a 26 + 1 °C,
condutividade a 750 £ 50 uS, pH a 7,5 £ 0,5 e oxigénio dissolvido de 8 ppm. Nitrato, nitrito
e amonia foram monitorados regularmente. Os peixes foram mantidos em ciclo claro:escuro
de 12:12 horas e alimentados com racdo comercial duas vezes ao dia (TetraColor Flakes®)
e nauplios de Artemia salina uma vez ao dia. Tanto a manutencdo dos peixes adultos
quanto a execucdo dos testes foram aprovados pelo Comité de Etica da UFG
(PROTOCOLO N. 102/14).

4.2.1 Aquisicdo de ovos

No dia anterior a execucéo do teste, os peixes foram selecionados na proporcéo de
2:1 (machos:fémeas) e transferidos para aquarios de reproducdo. A desova iniciou-se
durante as primeiras horas do ciclo claro da manha seguinte. Cerca de 30 minutos apos a
desova, os ovos foram coletados e transferidos para uma placa de Petri contendo agua de
manutencdo proveniente do sistema de recirculacdo. Com auxilio de um
estereomicroscopico (Bel Photonics STM PRO, Leica Microsystems) 0os ovos viaveis
(fertilizados) foram separados dos ovos ndo-viaveis (coagulados), os quais foram

descartados.
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4.3 Teste de toxicidade aguda com estagios embrio-larvais de zebrafish (FET) apo6s
exposicdo unica

O teste de toxicidade aguda com estagios embrio-larvais de zebrafish foi conduzido
de acordo com o Guideline OECD 236 (2013). Vinte ovos fertilizados foram distribuidos
individualmente em placas de cultura de 24 pocos contendo 2,0 mL de GLI, ATN e AMPA
nas concentragdes de 1,7; 5, 10, 23, 50 e 100 mg/L e POEA nas concentra¢des de 0,4; 0,8;
1,6; 4, 8 e 16 mg/L, assim como para o controle negativo (Agua de manutencao) e positivo
(3,4-dicloroanilina a 4,5 mg/L). A escolha das concentracdes de GLI, ATN e AMPA foi
baseada no limite maximo preconizado pelo Guideline OECD 236 (2013) (100 mg/L). A
partir dessa concentracao se estabeleceu um fator de 2 a 3, em que a concentracdo de 1,7
mg/L representou a concentracdo ambientalmente relevante (ANNET; HABIBI; HONTELA,
2014; ROY; CARNEIRO; OCHS, 2016; RODRIGUES et al., 2019). J4 em relacdo ao POEA,
a escolha foi orientada a partir de ensaios preliminares no qual a maior concentracéo
testada (16 mg/L), apresentou alta taxa de mortalidade para estagios embrio-larvais de
zebrafish nas primeiras 24 horas de exposicao. Nesse sentido, um fator de 2 a 5 foi aplicado
para estabelecer a faixa de concentragéo.

O teste foi realizado em triplicata com trés experimentos independentes. As placas
foram incubadas em camara com fotoperiodo 12:12 horas (claro:escuro) a 26 = 1°C e em
condicao estéatica. O desenvolvimento dos embrides foi acompanhado por 24, 48, 72 e 96
hpf com auxilio de um esteromicroscépio (Bel Photonics STM PRO, Leica Microsystems).

A distincdo entre o desenvolvimento normal e anormal dos estagios embrio-larvais
de zebrafish foi realizada tomando-se como referéncia as descricbes de Kimmel e
colaboradores (1995). A mortalidade foi identificada pela coagulacdo dos ovos, auséncia
de formacdo de somitos, auséncia de desprendimento da cauda do saco vitelinico e
auséncia de batimentos cardiacos (OECD, 2013). Os parametros subletais foram avaliados
de acordo com o desenvolvimento embrionario, como: pigmentacdo do corpo e olho,
absorcao do saco vitelinico, eclosdo precoce ou tardia de larvas, comprometimento da
inflacdo da bexiga natatoria, formacdo do otdlito, presenca de edemas, acumulacdo de
sangue e deformidades na cauda (NAGEL, 2002). Como critério de validacdo do teste,

estabeleceu-se mortalidade inferior a 10% no controle negativo.

4.4 Teste de toxicidade aguda com estagios embrio-larvais de zebrafish apos
exposicoes repetidas
A avaliacdo da toxicidade aguda apos exposicao repetida (em pulsos) foi realizada

de acordo com o Guideline OECD 236 (2013) e a metodologia descrita por Brent e Herricks
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(1999) com adaptacfes. Vinte ovos fertilizados foram distribuidos individualmente em
placas de cultura de 24 pogos contendo 2,0 mL de GLI e ATN nas concentragdes de 5,0;
10,0; 23,0; 50,0 e 100,0 mg/L e POEA nas concentracoes de 0,4; 0,8; 1,6; 4,0; 8,0 e 16,0
mg/L. Para o controle negativo, utilizou-se 4gua de manutencéo fornecida pelo sistema de
recirculacdo Rack Hydrus (Alesco). O teste foi realizado em triplicata com trés experimentos
independentes. As placas foram incubadas em camara com fotoperiodo 12:12 horas
(claro:escuro) a 26 + 1°C e em condicdo semi-estatica, ou seja, os embrides foram expostos
ao GLI, ATN e POEA em pulsos de 1, 2 e 5 horas a cada 24 horas por um periodo de 4 dpf
(ou 96 hpf) (FIGURA 3). O desenvolvimento dos embrides foi acompanhado por 24, 48, 72
e 96 hpf com auxilio de um esteromicroscopio (Bel Photonics STM PRO, Leica
Microsystems).
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FIGURA 3. Representacéo esquematica da exposi¢éo de embrides e larvas de zebrafish a ATN, GLI e POEA em pulsos de 1, 2 e 5 horas.
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Conforme indicado na FIGURA 3, no 1° dia, os embrides foram expostos ao GLI,
ATN e POEA em diferentes concentragdes por 1h e depois transferidos para placas de 24
pocos sem as substancias-teste, ou seja, apenas com agua do sistema de manutencéo e
incubados em camara com fotoperiodo 12:12 horas (claro:escuro) a 26 + 1°C por 24h. Ap6s
esse periodo (24 hpf), os efeitos letais e subletais foram avaliados com auxilio de um
esteromicroscopio (Bel Photonics STM PRO, Leica Microsystems) e novamente, 0s
embrides foram expostos ao GLI, ATN e POEA por 1 h. Apds a exposi¢do, os embrides
foram transferidos para placas sem as substancias-teste e incubados em camara por mais
24 h. Apos esse periodo (48 hpf), foi realizada a avaliagdo dos efeitos letais e subletais
induzidos pelo GLI, ATN e POEA e realizou-se, novamente, a exposicdo dos embrides e/ou
larvas de zebrafish as substancias-teste por 1h. Apés esse periodo (72 hpf), foi realizada a
avaliacdo dos efeitos tdéxicos e, novamente, outra exposi¢ao de 1h ao GLI, ATN e POEA.
Apos 96 hpf, os efeitos letais e subletais foram avaliados. As mesmas etapas foram
realizadas durante a exposicao por 2 e 5 h por dia ao GLI, ATN e POEA, com avaliagfes a
cada 24 h, durante 4 dias.

A distingéo entre desenvolvimento normal e anormal dos estagios embrio-larvais de
zebrafish foi realizada tomando-se como referéncia o Guideline OECD 236 (OECD, 2013)
e as descricdes de Kimmel e colaboradores (1995) e Nagel (2002). Como critério de

validacéo do teste, estabeleceu-se mortalidade inferior a 10% no controle negativo.

4.5 Avaliacdo da capacidade de resiliéncia de larvas de zebrafish apés exposicdes
repetidas

Ao final da avaliacdo dos efeitos toxicos induzidos pelo GLI, ATN e POEA ap0s
exposicdo em pulsos por 4 dias, avaliou-se a capacidade de resiliéncia das larvas
sobreviventes. As larvas foram transferidas para placas de 24 pocos contendo agua de
manutencao e foram incubadas por mais 3 dias em camara com fotoperiodo 12:12 horas
(claro:escuro) a 26 £ 1°C. Arecuperacdo das alteracdes provocadas pelo GLI, ATN e POEA
foram avaliadas a cada 24 h, com auxilio de um esteromicroscopio (Bel Photonics STM

PRO, Leica Microsystems) durante os 3 dias.

4.6 Ensaio cometa com larvas de zebrafish

Para a execucdo do ensaio cometa em condicBes alcalinas, utilizou-se as
metodologias estabelecidas por Kosmehl et al. (2006) e Tice et al. (2000) com adaptacdes.
Cerca de 10 a 20 larvas de zebrafish sobreviventes ao teste de toxicidade aguda apos

exposicdo Unica (FET) foram coletadas das placas contendo as substancias-teste,
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transferidas para tubos do tipo eppendorf e eutanasiadas por hipotermia. O mesmo
procedimento foi realizado para o controle negativo (agua de manutencdo). Para o controle
positivo, larvas provenientes do controle interno da placa foram transferidas para tubos do
tipo eppendorf contendo agua de manutencdo e submetidas a radiacdo UV (320 nm) por
10 minutos (FELZENSZWALB et al., 2018; RODRIGUES et al., 2019). ApGs exposicado a
luz UV, as larvas foram eutanasiadas por hipotermia.

As células foram isoladas utilizando solugéo de tripsina/EDTA a 0,25/0,03% (v/v) por
10 minutos a 37 °C. Apés esse periodo, a solucdo foi neutralizada e os tubos foram
submetidos a centrifugacdo a 212 g por 10 minutos. As células foram ressuspensas em
tampéo fosfato (pH 7,4) e separadas com auxilio de um separador de células (100 pm). A
suspensao celular adicionou-se 80 pL de agarose de baixo ponto de fuséo (0,7% m/v) a 37
°C sendo, em seguida, disposta em laminas revestidas previamente com agarose normal
(1% m/v). As laminas foram cobertas com laminulas e resfriadas para o endurecimento da
agarose. Apds a remocdao das laminulas, as laminas foram incubadas em solucao de lise
(EDTA a 100 mM, 2,5 mM NacCl, 1% de dodecil sulfato de sodio, 1% Triton X-100 e 10% de
dimetilsulfoxido; pH 13) a uma temperatura de 4° C por 1 hora e 30 minutos.

As laminas foram transferidas para uma cuba eletroforética contendo tampéo de
eletroforese (NaOH a 12 g/L e EDTA a 0,37 g/L) a temperatura de 4 °C por 20 minutos, para
ocorrer a desnaturacao do DNA. ApOs esse periodo, iniciou-se a eletroforese a 0,8 V/cm e
310 mA por 20 minutos. As laminas foram neutralizadas em tampéo Tris-HCI (400 mM e pH
7,5) por 2 minutos e fixadas em alcool etilico PA por 5 minutos. Depois de secas, as laminas
foram coradas com solucdo de brometo de etidio (20 pg/mL; Sigma-Aldrich) e analisadas
visualmente em microscopio de fluorescéncia (DMI 4000 B, Leica Microsystems). Para cada
tratamento, duas laminas foram preparadas em paralelo e os ensaios foram realizados em
triplicata. Para a andlise de dano ao DNA, foram contadas 50 células por lamina, totalizando
100 células por tratamento. Os danos foram classificados em cinco categorias,
considerando o tamanho da cauda do cometa (COLLINS; AI-GUO; DUTHIE, 1995;
COLLINS et al., 2008; KUMARAVEL et al., 2009). O indice de dano foi calculado pela
seguinte equagao:

FIGURA 4. Equac&o para o célculo do indice de Dano (ID) ao DNA.

ID = [(n® nucleoides classe 0) x 0] + [(n° nucleoides classe
1) x 1] + [(n° nucleoides classe 2) x 2] + [(n° nucleoides
classe 3) x 3] + [(n°® nucleoides classe 4) x 4]

FONTE: A autora (2020).
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4.7 Andlise estatistica

As andlises estatisticas dos dados obtidos através do FET (exposi¢do Unica e em
pulsos) e do ensaio do cometa com larvas de zebrafish foram realizadas por meio da analise
de variancia (ANOVA) seguido pelo poés-teste de Dunnett. Os valores obtidos foram
comparados com seus respectivos controles negativos e a diferenca estatistica foi
considerada significativa quando p <0,05. Em relacdo ao FET, a mortalidade foi expressa
como concentragdo letal média (CLso) e os efeitos subletais como concentragdo média de
efeito (CEsp). Os valores foram determinados utilizando o software GraphPad Prism 5.0®
(San Diego, CA, USA) admitindo-se um intervalo de confianca de 95%.

Para os dados obtidos na avaliagdo da capacidade de resiliéncia de larvas de
zebrafish ap6s exposicao repetida em pulsos, a analise estatistica foi realizada por meio do
teste T de Student e teste de Tukey utilizando o software supracitado. A diferenca estatistica

foi considerada significativa quando p <0,05.
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HIGHLIGHTS

GLY and AMPA induced no acute toxicity to zebrafish early-life stages.
ATN and POEA caused significant lethal effects to zebrafish.

GLY, POEA, ATN and AMPA were genotoxic for zebrafish larvae.
POEA induced DNA damages into RTG-2 cells.

ABSTRACT

Glyphosate (GLY) is the active ingredient of several herbicide formulations widely used to
control weeds in agricultural and non-agricultural areas. Due to the intensive use of GLY-
based herbicides and their direct application on soils, some of their components, including
the active ingredient, may reach the aquatic environment through direct run-off and leaching.
The present study assessed the acute toxicity and genotoxicity of the GLY-based
formulation Atanor 48 (ATN) and its major constituents GLY, surfactant polyethoxylated
tallow amine (POEA), as well as the main metabolite of GLY aminomethylphosphonic acid
(AMPA) on non-target aquatic organisms. The toxic effects of these chemicals were
evaluated in the fish embryo acute toxicity test with zebrafish (Danio rerio), while genotoxic
effects were investigated in the comet assays with cells from zebrafish larvae and rainbow
trout gonad-2 (RTG-2). GLY and AMPA caused no acute toxic effect, while ATN and POEA
induced significant lethal effects in zebrafish (LCs0-96h 76.50 mg/L and 5.49 mglL,
respectively). All compounds were genotoxic in comet experiments with zebrafish larvae
(LOEC 1.7 mg/L for GLY, ATN, AMPA and 0.4 mg/L for POEA). Unlike in vivo, only POEA
induced DNA damage in RTG-2 cells (LOEC 1.6 mg/L), suggesting that it is a direct acting
genotoxic agent. In summary, these data indicate that the lethal effects on zebrafish early-
life stages can be ranked in the following order from most to least toxic: surfactant POEA >
formulation ATN > active ingredient GLY = metabolite AMPA. Genotoxic effects were
observed in both RTG-2 cells (only POEA) and zebrafish (all test compounds) with the
lowest tested concentrations. Therefore, it is important to evaluate different toxicological
endpoints as well as use different non-target organisms to predict the hazards of GLY-based

formulations and their components and breakdown product to aquatic biota.

Keywords: surfactant, AMPA, FET, Comet assay; zebrafish, RTG-2 cells.
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1. INTRODUCTION

Since 2008, Brazil occupies the first position in the world ranking of countries that
consumes pesticides [1,2]. These compounds have significant economic, environmental,
and public health impacts [3]. The widespread use of pesticides in Brazil is related to the
high agricultural productivity, making this country one of the world’s largest food producers
[1]. In addition, Brazil is the world's third largest agricultural exporter, behind the United
States of America and European Union [4]. The high agricultural productivity of Brazil
supported by pesticide use has been associated with a variety of human health problems
and environmental impacts [5].

Glyphosate [N-(phosphonomethyl) glycine; GLY] is currently among the most widely
used herbicides worldwide [2,5,6]. GLY is the active ingredient of several commercial
formulations used to control weeds in agricultural and non-agricultural areas (e.g., domestic
use) [7-9]. The broad-spectrum herbicidal activity of GLY in combination with the use of
genetically modified crops has exponentially enhanced the use of GLY-based formulations
[6,10-13]. In agricultural fields, GLY is sprayed on plant foliage, but it can reach water
resources, mainly through soil run-off or leaching processes, leading to exposure of non-
target aquatic organisms [14-18]. In water bodies, GLY-based herbicide measured as GLY
acid equivalent has been detected from 0.01 to 0.7 mg/L, reaching the worst-case for surface
waters of 1.7 mg/L [4, 15-17].

GLY has no or low toxicity to non-target organisms, because the shikimic acid
pathway is not verified in animals [6,19-21]. However, GLY-based formulations have been
associated with toxic effects in animals, which have been attributed to the presence of
surfactants such as polyethoxylated tallow amine (POEA) [5,6,13,16,22-24]. GLY is never
used alone in agriculture because may not penetrate or concentrate enough in plants to
exert herbicidal activity. It has been suggested the addition of POEA could facilitate the
penetration of GLY through animal cell membranes, as it does for plant cell [5,13].
Consequently, there is evidence that the bioconcentration factor of GLY is increased with
the presence of POEA on aquatic environments [25,26].

In addition, GLY has also been detected together with its major breakdown product
aminomethylphosphonic acid (AMPA) in plants, soil, and water [13,27,28]. According to
Food and Agriculture Organization (FAO), AMPA is of potential toxicological concern, mainly
due to its accumulation in the food chain [28].

Faced with the above, this study was realized to assess the acute toxicity and
genotoxicity of the GLY-based formulation ATN and its major constituents, namely active

ingredient GLY, surfactant POEA, as well as the main metabolite of GLY AMPA on zebrafish
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(Danio rerio) early life-stage and rainbow trout gonad-2 cell fish line (RTG-2). Fish are also
currently used in the assessment of chemical toxicity in aquatic environments, since they
are the most diverse group of vertebrates found in this ecosystem [30]. Zebrafish early life-
stage test has been recommended as an alternative for acute toxicity tests with
juvenile/adult fish. This model identifies a series of morphological and behavioral endpoints
which are used to predict the mode-of-action of chemicals [31-33]. Similarly, fish cell line
RTG-2 derived from gonads of the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) has been
successfully introduced for detection of genotoxic effects as an alternative to in vivo fish
bioassays [33-36].

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Test chemicals

Technical-grade glyphosate (GLY; Glyphosate PESTANAL®; purity 99%, CAS No.
1071-83-6) and aminomethylphosphonic acid (AMPA, purity 99%, CAS No. 106651-9) were
purchased from Sigma-Aldrich. GLY-based formulation Atanor 48 (ATN), composed of
isopropylamine salt of glyphosate at 48% (w/v) as active ingredient (or 480 g a.i./L of
formulation) and 36% (w/v) of glyphosate equivalent (or 360 g a.e./L of formulation), was
obtained on agricultural supplies retailer. In this study, ATN exposure is expressed as
glyphosate acid equivalents (a.e.). The identity of the co-formulants declared as inert
ingredients is, in general, maintained as confidential by manufacturers. Polyethoxylated
tallow amine (POEA; CAS No. 61791-26-2; purity 64%) was purchased from Crescent

Chemical Company.

2.2. Zebrafish maintenance and egg production
Adult male and female zebrafish (D. rerio) were provided by the zebrafish facility (ZebTec
Tecniplast) at the Institute of Biology, University of Brasilia and kept in separate tanks
(ethical approval UFG N° 102/2014). Fish were maintained in a Rack Hydrus (Alesco)
recirculating system using water filtered by reverse osmosis, where water passes through
several levels of filtration (activated carbon filters and biological filters), is then disinfected
by ultraviolet (UV) light and automatically adjusted for pH and conductivity. The temperature
was maintained at 26 + 1°C, conductivity at 750 £ 50 uS, pH at 7.5 £ 0.5 and dissolved
oxygen of 8 ppm. Nitrate, nitrite and ammonia were regularly monitored. This water was
used in preparing the test solutions of all assays performed. Adult organisms were fed with
commercial dry flake food (TetraColor Flakes®) and live brine shrimp. On the day of the test,

zebrafish eggs were collected about 30 min after natural mating, rinsed in water and
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examined under a stereomicroscope (Bel Photonics STM PRO). Unfertilized or damaged
eggs were discarded. The fertilization success was checked, and only batches of eggs with

a minimum fertilization rate of 90% were used.

2.3. Fish embryo acute toxicity (FET) test

The zebrafish embryo-larval toxicity test was carried out according to OECD Test
Guideline 236 [29]. Twenty fertilized eggs per concentration were randomly selected and
carefully distributed in a 24-well plate, filled with 2 mL of GLY, ATN, AMPA at 1.7, 5, 10, 23,
50 and 100 mg/L and, POEA at 0.4, 0.8, 1.6, 4, 8 and 16 mg/L and controls (negative control
— NC: maintenance water and positive control — PC: 3,4-dichloroaniline at 4.5 mg/L). Tests
were performed in triplicates (three independent experiments) in a climate chamber at
26x1°C and 12 h light under static conditions. Neither food nor aeration was provided during
the bioassays. Embryo development was assessed at 24, 48, 72 and 96 hours post-
fertilization (hpf), using a stereomicroscope (Bel Photonics STM PRO) with 3x magnification.
The distinction between the normal and abnormal development of embryos was established
according to the zebrafish development descriptions reported by Kimmel et al. [37]. Lethal
(egg coagulation, no somite formation, non-detachment of the tail from yolk sac and no heart
beating) and sublethal (effects on the eye and body pigmentation, absorption of the yolk
sac, hatching rate, swimming bladder inflation, otolith, presence of edemas and blood

accumulation, tail deformities) parameters were observed and reported.

2.4. Alkaline Comet assay with zebrafish larvae

The Comet assay was performed based on Kosmehl et al. [30]. and adapted from
Tice et al. [38]. Surviving zebrafish larvae (10 — 20 larvae per concentration) from the GLY,
POEA, ATN and AMPA exposure and control groups (NC: maintenance water and PC: UV
light for 10 min) were pooled and euthanized in ice water. The larvae exposure to UV light
was conducted at 320 nm for 10 min in maintenance water [33]. Their nuclei were isolated
using trypsin/EDTA at 0.25/0.03% (v/v) for 10 min at 37°C. Then a trypsin neutralizer was
added and centrifuged at 212 g for 10 min. The cells were resuspended in phosphate-
buffered saline (PBS, pH 7.4) and filtered using a cell separator (100 um). The cell
suspension was embedded in 80 pL of low-melting agarose 0.7% (w/v) at 37°C and spread
out on slides precoated with 1% (w/v) normal melting agarose. Slides were covered with
coverslips and cooled on ice for 10 min. The coverslips were removed, and the slides were
incubated in the dark in lysing solution (100 mM EDTA, 2.5 mM NaCl, 1% sodium dodecyl
sulfate, 1% Triton X-100, and 10% dimethyl sulfoxide: pH 13) at 4°C for 1.5 h. For DNA
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unwinding, the slides were transferred to a horizontal electrophoresis tank filled with
electrophoresis buffer (12 g/L NaOH and 0.37 g/L EDTA) at 4°C for 20 min. Electrophoresis
was carried out in the same buffer at 4°C (0.8 V/cm and 310 mA) for 20 min. The slides were
then neutralized with 400 mM Tris-HCI buffer at pH 7.5 for 2 min, and fixed with 100%
ethanol for 5 min. They were then stained with ethidium bromide solution (20 ug/mL; Sigma-
Aldrich), and examined under a fluorescence microscope (DMI 4000 B, Leica Microsystems,
Bannockbum, USA). Determination of damage was carried out by visual scoring and
classification into five categories based on tail intensity and length, from 0 (no tail) to 4
(almost all DNA in tail) [39-41]. The total score expressed as genetic damage index (DI) was
calculated by the equation: DI = [(n° nucleoid class 0) x 0] + [n° nucleoid class 1) x 1] + [(n°
nucleoid class 2) x 2] + [(n° nucleoid class 3) x 3] + [(n°® nucleoid class 4) x 4], on 100
randomly selected cells from duplicate slides [42]. The experiments were performed in
triplicate and the length of DNA migration measured in 100 randomly selected nucleoids (50
per slide).

2.5. In vitro alkaline Comet assay with the rainbow trout gonad-2 cell line (RTG-2)

RTG-2 cells (5x10* cells/well, 24-well plate) [European Collection of Authenticated
Cell Cultures (ECACC) 90102529], cultured at 22°C in L-15 (Leibovitz-15) medium with 10%
fetal bovine serum, 1% L-glutamine and 1% antibiotic (Penicillin-Streptomycin) (all from
Gibco®), were exposure to GLY, ATN and AMPA (10, 23, 50 mg/L), and POEA (1.6, 4, 8
mg/L) for 3 h. Untreated cells (i.e., cells cultured at L-15 medium) was used as NC, while
cells treated with 0.5 mM methyl methanesulfonate (MMS, CAS No. 66-27-3, Sigma-Aldrich)
was used as PC. After 3 h of exposure, the RTG-2 cells which presented cell viability = 80%
(Trypan Blue Dye Exclusion Test) were harvested and processed for the alkaline Comet
assay (pH>13) as described by Felzenszwalb et al. [33] and Oliveira et al. [36] DNA lesions
were quantified as tail intensities using a computer-based image analyzer (Metafer
CometScan v.2.8.0®, Metasystems, Germany) on 100 randomly selected nucleoids per
treatment. The in vitro Comet data represent three independent experiments (i.e., three

biological replications) with single well per treatment.

2.6. Statistical analysis

The FET and Comet data were analyzed using one-way ANOVA followed by
Dunnett's multiple comparison test. Each experimental value was compared to its
corresponding negative control and the statistical difference was considered significant

when p < 0.05. With respect to the FET, the toxicity was expressed as the lethal
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concentration (LCso), which was calculated using GraphPad Prism software (version 5.0,
GraphPad Software, San Diego, CA, USA) with 95% confidence interval.

3. RESULTS
3.1. Acute effects for zebrafish early-life stages
The present study investigated the effects of the GLY-based formulation ATN, active
ingredient GLY and its metabolite AMPA, as well as of the surfactant POEA, on the zebrafish
embryonic development (survival and malformations) at 24, 48, 72 and 96 h of exposure.
According to Figure 1, no significant mortality was observed in zebrafish early-life
stage after exposure to different concentrations (1.7 — 100 mg/L) of GLY (Figure 1A) and
AMPA (Figure 1D), which presented survival rate = 90% in all exposure periods. In contrast,
POEA (Figure 1B) and ATN (Figure 1C) induced significant lethal effects to zebrafish with
LCs0-96h of 5.49 mg/L and 76.50 mg/L, respectively. POEA was the most toxic compound,
exhibiting concentration- and time- dependent toxicity. In addition, all embryos exposed to
16 mg/L of POEA were coagulated in the first 24 h of exposure (p<0.001). ATN was more
toxic than active ingredient GLY, inducing significant mortality at the highest tested

concentration (100 mg/L; p<0.001) from 48 h of exposure.

Figure 1. Survival rate of zebrafish at different developmental stages exposed to GLY (A),
POEA (B), ATN (C) and AMPA (D) for 24, 48, 72 and 96 h. Twenty fertilized eggs per
experimental group were evaluated. Bars represent the mean + standard error of the mean
of three independent experiments. *p < 0.05 and **p < 0.0001 statistically different from the
respective negative control (NC) based on one-way ANOVA and Dunnett's post hoc test.

PC = positive control (3,4-dichloroaniline at 4.5 mg/L after 24, 48, 72 and 96 h of exposure).
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In relation to sublethal effects, Figure 2 shows that GLY (E-H), POEA (I-L) and ATN
(M-P) induced some morphological abnormalities, including: pericardial and yolk sac
edemas, spinal curvature, head and tail deformities in different exposure times; however,
these malformations were not statistically significant when compared to their respective

negative control.

Figure 2. Zebrafish embryos and larvae abnormalities after GLY, POEA and ATN
exposures: pericardial edema (PE), yolk sac edema (YE), spinal curvature (SC), head
deformity (HD), tail deformity (TD). Embryos control after 24 h and 48 h of exposure,
respectively (A - B); larvae control after 72 h and 96 h of exposure, respectively (C — D),
embryos exposed to GLY at 23 mg/L and 100 mg/L for 24 h and 48 h, respectively (E-F);
non-hatching embryo exposed to GLY at 10 mg/L for 72 h (G); larvae exposed to GLY at
100 mg/L for 96 h (H); embryos exposed to POEA at 8 mg/L and 4 mg/L for 24 h and 48 h,
respectively (I-J); larvae exposed to POEA at 0.4 mg/L and 4 mg/L of POEA for 72 h and 96
h, respectively (K-L); embryos exposed to ATN at 100 mg/L and 50 mg/L for 24 h and 48 h,
respectively (M-N); larvae exposed to ATN at 50 mg/L for 72 h and 96 h, respectively (O-
P).
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3.2. Genotoxicity test

The DNA damages were estimated using two fish test systems — zebrafish early-life
stages and RTG-2 cell line (gonadal cell line) — in order to verify potential species- or organ-
specific responses.

Figure 3 shows the levels of DNA strand breaks measured by DNA damage index
(DI) in single cells derived from zebrafish larvae after 96 h of exposure to GLY, POEA, ATN,
AMPA and controls. Our findings demonstrated that all tested compounds induced genotoxic
effects from the lowest tested concentrations with LOEC of 1.7 mg/L for GLY, ATN, AMPA
and 0.4 mg/L for POEA. GLY (Figure 3A) induced the highest levels of DNA damage
(p<0.0001) followed by POEA (Figure 3B; p<0.001), ATN (Figure 3 C; p<0.001) and AMPA
(Figure 3D; p<0.05).

Figure 3. Damage index (DI) of DNA evaluated by the Comet assay in zebrafish larvae cells
after 96 h of exposure to GLY (A), POEA (B), ATN (C) and AMPA (D) using 10 — 20 surviving
larvae per concentration. Bars represent the mean + standard error of the mean of three

independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.001 and ***p < 0.0001 statistically different
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from the respective negative control (NC). PC = positive control (UV light for 10 min at 320
nm).
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Unlike in vivo assay with cells from zebrafish larvae, wherein the results pointed out
genotoxicity for all tested compounds, Figure 4 shows that only POEA induced DNA damage
in RTG-2 cells in a concentration-dependent manner (inverse effect; p < 0.05) (Figure 4D)

with LOEC of 1.6 mg/L, suggesting that it is a direct acting genotoxic agent.

Figure 4. Genotoxicity evaluation of the GLY (A), ATN (B), AMPA (C) and POEA (D), using
the Comet assay with the rainbow trout gonad-2 cell line (RTG-2) after 3 h of exposure.
Hundred nucleoids per experimental group were evaluated. Data are expressed as mean *
standard deviation (SD) of % DNA in tail (Tail Intensity) of three independent experiments.
NC: negative control; MMS: Methyl methanesulfonate at 0.5 mM after 3 h of exposure as
positive control. *p< 0.05 statistically different from the respective negative control (NC)

based on one-way ANOVA and Dunnett's post hoc test.
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4. DISCUSSION

As previously mentioned, the direct application of GLY-based formulations on the soil
can result in aquatic contamination by their constituents (active ingredient GLY and
surfactant POEA) and GLY metabolite AMPA through direct run-off, mainly during heavy
rains, and leaching [14,24,43].

GLY is usually detected in the aquatic environment with its major metabolite AMPA
[13,27,28]. There is a lack of knowledge for concentration levels of AMPA in waters bodies,
as well as for the toxic potential of this compound to aquatic biota [27,28]. However, it is
known that AMPA has higher persistence and mobility in soils compared to GLY [6,40], and
thus its ecological risk is of note [28].

Our current results showed that GLY and AMPA did not induce acute toxicity in
zebrafish early-life stage with LCs0-96h > 100 mg/L. Similar effect was observed by Fiorino
et al. [44]. in assessing the acute effects of GLY (0.005; 0.05; 5; 10 and 50 mg/L) on early-
life stages of zebrafish and common carp (Cyprinus carpio) for 120 h. The authors

demonstrated that all tested concentrations, except the highest concentration (50 mg/L),
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induced cumulative mortality < 10% after 96 h of exposure. GLY at 50 mg/L caused the
highest cumulative mortality, reaching 17.5% after 120 h of exposure [43] while in our study,
there were no significant differences between this group (GLY at 50 mg/L) and control with
1.7% of larvae mortality after 96 of exposure. It is worth noting that according to OECD 236
[29], the survival of embryos in the NC must be = 90% (validation criterion of the test), and
therefore mortality < 10% in the experimental groups is acceptable. In addition, several
studies suggest that the levels of GLY residues in water (ranging from 0.01 mg a.e./L to 1.7
mg a.e./L) [15-17] are not capable of causing toxicity in aquatic species, but the toxicity can
be highly species dependent [6]. Fiorino et al. [44] demonstrated that GLY from 5 mg/L in
96 h induced significant cumulative mortality in common carp (C. carpio). Therefore, there
still is a need in improving the knowledge about the impacts of GLY on aquatic environment
[28].

The adoption of genetically modified crops increased substantially the use of GLY-
based formulation due to the acquired resistance that requires several re-applications of this
herbicide [10,45]. There is a discrepancy when the toxicity of the active ingredient GLY is
compared with the toxicity of the GLY-based commercial formulations [6]. GLY-based
formulation components are found in water because the active ingredient GLY is never used
without its adjuvants, which allow and enhance its herbicidal activity, facilitating penetration
of the active principle GLY into the plant cuticle [20,46]. Although there is a variety of
adjuvants, the most used surfactant in GLY-based herbicide formulations is the
polyethoxylated tallow amine (POEA) [6]. It has been found in superficial and ground water
collected from agricultural areas and its half-life (21 — 42 days) in aquatic environment is
even longer than GLY (7-14 days) [20].

POEA toxicity has traditionally been assessed by comparing with active ingredient
GLY or by evaluating POEA at nominal concentrations due to difficulties in determining the
environmentally relevant concentrations of this surfactant [25]. Perkins et al. [47] evaluated
the effects of the GLY-based formulations Rodeo® (GLY active ingredient formulated without
a surfactant) and Roundup® (a reference formulation with GLY formulated with a surfactant)
on the embryonic development of Xenopus laevis using Frog Embryo Teratogenesis Assay-
Xenopus (FETAX). They observed that Rodeo® was the least toxic, with a LCso of 5,407 mg
a.e./L, while Roundup® showed LCso of 9.4 mg a.e./L. The authors also revealed that POEA,
surfactant of the Roundup®, showed LCso of 2.7 mg/L. Several authors have suggested that
the toxicity of commercial formulations may be derived from synergistic effects between GLY

and other formulation products, such as the surfactant POEA [48].
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In our study, we compared the potential toxicity of ATN (GLY-based formulation
equivalent to Roundup), POEA and GLY alone on the embryonic development of zebrafish.
Some of our results are in agreement with Perkins et al. [47], showing that POEA is the most
toxic constituent of GLY-based formulation (LCs0-96h of 5.49 mg/L) followed by the ATN
formulation (LCs0-96h of 76.50 mg/L), GLY alone and its metabolite AMPA (LCs0-96h > 100
mg/L), for which the acute toxicity was not observed. Other data from our group showed that
both Roundup® and GLY AKB 480 (formulation equivalent to Roundup®) were toxic to the
embryonic stages of zebrafish; however, AKB (LCs0-96h of 27.13 mg/L) and ATN
(investigated in this study) were less toxic than Roundup® (LCs0-96h of 10.17 mg/L) [16].

Concerning the alterations in zebrafish morphology, we observed that the embryos
and larvae exposed to GLY (from 10 mg/L to 100 mg/L), POEA (from 0.4 mg/L to 8 mg/L)
and ATN (50 mg/L and 100 mg/L) caused some malformations or delayed development
which were not relevant (no significant statistical differences; p>0.05).

In this work, we also evaluated the potential of GLY, POEA, ATN and AMPA in
inducing primary DNA lesions on fish, using comet assay with zebrafish larvae and RTG-2
cells. All tested compounds were genotoxic for zebrafish larvae with GLY inducing the
highest level of DNA damage from the environmentally relevant concentration (1.7 mg/L;
p<0.05) [15-17]. Itis also important to note that the DNA damage induced by POEA occurred
at concentrations lower than those of the other tested compounds. Studies have pointed out
that POEA is more toxic than the active ingredient GLY and the formulated products [49].

Similar to our results, Navarro et al. [49] demonstrated that POEA at 0.15, 0.75 and
1.5 mg/L induced DNA damage in blood cells of Prochilodus lineatus with scores of DNA
damage significantly higher (p < 0.001) than control. The genotoxicity of GLY and Roundup
Transorb®, a GLY-based formulated, was also reported by Moreno et al. [50] to gill cells and
erythrocytes of the fish P. lineatus.

Zebrafish (D. rerio) has been recommended as a model species of fish toxicity testing,
and the use of this organism is increased due to the requirements of replacing/reducing non-
mammalian vertebrates in ecotoxicology [51-53]. Zebrafish larvae and adult stages are also
used for estimating the genotoxic potential of aquatic contaminants [16,53-55]. However,
fish is the most diverse group of vertebrates in aquatic environments and accounts for
around 20,000 fish species occupying the aquatic niches [56]. Thus, there is a concern on
the reliability of using zebrafish to estimate the hazard of aquatic contaminants to fish in
general, due to species differences that can influence the responses to toxicants [57].

In addition, chemicals can trigger different toxic effects depend on the target organ,

due to tissue-specific characteristics, such as biochemical and physiological features and
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xenobiotic metabolic capacity, which can lead to organ-specific genotoxicity [58,59]. To draw
a more detail picture of the impact of glyphosate-based formulations and their constituents
and breakdown product on aquatic biota, we also investigated the genotoxic potential of
GLY, ATN, AMPA e POEA on the permanent fish cell line RTG-2 and observed that only
POEA induced DNA damage in this model.

RTG-2 cell line is derived from gonads of the teleost fish rainbow trout (O. mykiss),
and representing a valid model for genotoxic studies, estimating the impacts of chemicals
on the reproductive system of fish [33,36,60-64]. GLY and GLY-based herbicide
formulations have also the potential of inducing DNA damages on a variety of fish species
as reported by studies conducted with whole organisms instead of single cells in culture
[17,57,65]. The uncorrelated genotoxic results between our in vivo (whole larvae) and in
vitro systems can be related to particular physiological features and complexities of these
systems, as well as species differences.

Rodrigues et al. [16] correlated the lack of xenobiotic metabolic capability of zebrafish
embryos to their low sensitivity of detecting the genotoxicity of the GLY-based herbicides
Roundup® and AKB. The capacity of RTG-2 cells in expressing xenobiotic metabolic
enzymes has been already demonstrated; however, this cell line presented slow capacity of
metabolize benzo(a)pyrene compared to the liver fish cell line PHLC-1, requiring more than
24 h to complete metabolize this pro-mutagen [66]. In our study, zebrafish larvae were
exposed to the tested compounds by 96 h whereas RTG-2 cells were exposed by 3 h, which
allows the detection of direct genotoxicants.

Therefore, our findings pointed out that POEA may act as a direct genotoxicant while
GLY, ATN and AMPA might require metabolic activation to damage DNA. Furthermore, the
slow xenobiotic metabolic capacity of gonadal cells can be a “protective” feature against pro-
genotoxicants, which lead the reproductive system a non-target organ in exposures to GLY

active ingredient and its metabolite AMPA and GLY-based herbicides.

5. CONCLUSIONS

In conclusion, these data indicate that the acute effects on zebrafish early-life stages
can be ranked in the following order from most to least toxic: surfactant POEA > formulation
ATN > active ingredient GLY = metabolite AMPA. Genotoxic effects were observed in both
RTG-2 cells (only POEA) and zebrafish (all compounds) with the lowest tested
concentrations. It is significant to emphasize that GLY induced DNA damages at an
environmentally relevant concentration for zebrafish larvae. Taken together, the present

findings confirm that it is important to evaluate different toxicological endpoints as well as
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use different non-target organisms to predict the hazard of GLY-based formulations and
their components and breakdown product to aquatic biota.
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PARTE III:
RESULTADOS E DISCUSSAO

6. RESULTADOS

6.1 Avaliacdo datoxicidade aguda com os estagios embrio-larvais de zebrafish apos

exposicdes repetidas

Os efeitos letais induzidos por exposicdes repetidas (pulsos de 1, 2 e 5 horas) de
GLI, ATN e POEA sobre os estagios embrio-larvais de zebrafish estdo demonstrados nas
FIGURAS 5, 6 e 7, respectivamente.

De acordo com a FIGURA 5, o ingrediente ativo GLI ndo induziu efeitos letais
significativos sobre embrides e larvas de zebrafish apos exposicdo em pulsos de 1,2 e 5
horas durante 4 dias. Resposta semelhante foi observada durante a exposi¢ao a formulacao
ATN em pulsos de 1 e 2 horas (FIGURA 6A e 6B). No entanto, durante a exposicdo em
pulso de 5 horas (FIGURA 6C), ATN induziu mortalidade significativa na maior
concentracao testada (100 mg/L) a partir do 3° dia de exposicao (72 horas), com valor de
ClLso-96n de 148,80 mg/L (TABELA 1).

E possivel observar que a letalidade causada por ATN aos embries e larvas de
zebrafish foi dependente da duracdo do pulso de exposicéao (FIGURA 6 A-C, TABELA 1).

Em relacdo ao POEA (FIGURA 7 A-C), a exposicdo em pulsos de 1, 2 e 5 horas
induziu efeitos letais significativos, com valores de concentragéo de efeito observado (CEO)
de 16, 8 e 4 mg/L apds 96 horas do teste, respectivamente. Observa-se também que a
letalidade causada por POEA foi dependente da duracdo do pulso de exposicao e do tempo
do teste (24, 48, 72 e 96 horas), com valor de CLso96h de 11,61 mg/L (TABELA 1) para o
maior pulso (FIGURA 7C).

Ainda de acordo com a TABELA 1, o surfactante POEA apresentou maior toxicidade
para os estagios embrio-larvais de zebrafish seguido pela formulacdo ATN e posteriormente

pelo ingrediente ativo GLI.
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FIGURA 5. Taxa de sobrevivéncia dos estagios embrio-larvais de zebrafish apds exposicdo ao ingrediente
ativo glifosato (GLI) em pulsos de 1 hora (A), 2 horas (B) e 5 horas (C). Os pulsos foram realizados a cada 24
horas durante 4 dias (96 horas). As barras representam a média £ 0 erro padrao de trés experimentos
independentes. *p<0,05 é estatisticamente diferente em relagdo aos respectivos controles negativos (CN).
CN: 4gua de manutencéao.
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FIGURA 6. Taxa de sobrevivéncia dos estagios embrio-larvais de zebrafish apds exposicao a formulacédo
Glifosato Atanor 48 (ATN) em pulsos de 1 hora (A), 2 horas (B) e 5 horas (C). Os pulsos foram realizados a
cada 24 horas durante 4 dias (96 horas). As barras representam a média + o erro padrao de trés experimentos

independentes. *p<0,05 é estatisticamente diferente em relagdo aos respectivos controles negativos (CN).
CN: 4gua de manutencéao.
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FIGURA 7. Taxa de sobrevivéncia dos estagios embrio-larvais de zebrafish ap6s exposi¢cao ao surfactante
polioxietilenoamina (POEA) em pulsos de 1 hora (A), 2 horas (B) e 5 horas (B). Os pulsos foram realizados a
cada 24 horas durante 4 dias (96 horas). As barras representam a média + o erro padrao de trés experimentos
independentes. * p<0,05 e ** p<0,0001 s&o estatisticamente diferentes em relagéo aos respectivos controles
negativos (CN). CN: agua de manutencéo.
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TABELA 1. Concentracdo letal média (CLso-96 n) com 0s respectivos intervalos de confianca (IC) apods
exposicao dos estagios embrio-larvais de zebrafish ao ingrediente ativo glifosato (GLI), a formulagdo Glifosato
Atanor 48® (ATN) (e.a) e ao surfactante polioxietilenoamina (POEA) em pulsos de 1, 2 e 5 horas durante 96
horas.

Exposicéo GLI ATN POEA
em pulsos  Clggeen (IC) mg/L CLso.06n (IC) mg/L CLso.6n (IC) mg/L
1h > 100 > 100 43,49 (13,58 — 139,30)
2h > 100 > 100 47,23 (18,74 — 119,10)
148,80
5h > 100 11,61 (9,12 — 14,77)

(92,99 — 238,00)

Em relacdo aos indicadores de subletalidade (TABELA 2), GLI, ATN e POEA
induziram anormalidades sobre o desenvolvimento embriondrio de zebrafish, como:
auséncia de pigmentacao do corpo, curvatura espinal, deformidades na cabeca e cauda,
edema de pericardio e de saco vitelinico, auséncia da inflacdo da bexiga natatoria e ma
absorcdo do saco vitelinico, porém quando comparados aos respectivos controles
negativos esses efeitos subletais ndo foram estatisticamente significativos. A FIGURA 8

demonstra alguns desses efeitos observados.

TABELA 2. Resumo dos efeitos letais e subletais observados em estagios embrio-larvais de zebrafish apés exposicdes
repetidas a diferentes concentragdes de GLI, ATN e POEA.
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FIGURA 8. Efeitos subletais em estagios iniciais de desenvolvimento de zebrafish apds exposi¢cbes repetidas
em pulsos de 1, 2 e 5 horas de ATN e POEA. EP: edema de pericardio; ESV: edema de saco vitelinico; ES:
escoliose; MCb: malformacao na cabec¢a; MCd: malformacéo na cauda; MO: malformacao no olho; MSV: ma
absorcéo no saco vitelinico. A: embrido 24 hpf; B: embrido 48 hpf; C: larva 72 hpf; D: larva 96 hpf; E: embrido
48 hpf apoés pulsos de 1 h de ATN na concentracéo de 50 mg/L; F: larva 72 hpf apds pulsos de 2 h de ATN
na concentragdo de 23 mg/L; G: larva 72 hpf apos pulsos 5 h de ATN na concentracdo de 100 mg/L; F: larva
96 hpf apoés pulsos de 5 h de ATN na concentracao de 50 mg/L; |: embrido 48 hpf apds pulsos de 1 h de
POEA na concentracado de 4 mg/L; J: larva 72 hpf apés pulsos de 2 h de POEA na concentragao de 8 mg/L;
K: larva apos 72 hpf apos pulsos de 5 h na concentracdo de 8 mg/L; L: larva 96 hpf apods pulsos de 5 h na
concentracdo de 16 mg/L.
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6.2 Avaliacdo da capacidade de resiliéncia de larvas de zebrafish apds exposi¢cdo em

pulsos

A capacidade de resiliéncia das larvas de zebrafish foi avaliada durante o periodo de
3 dias consecutivos apds a exposicdo ao GLI, ATN e POEA em pulsos de 1, 2 e 5 horas
por 96 horas. A taxa de sobrevivéncia das larvas de zebrafish expostas ao GLI em pulsos
de 1, 2 e 5 horas nao foi alterada durante os 3 dias pés-teste e ndo foram observadas
malformacdes durante esse periodo. Fato semelhante ocorreu apds a exposi¢cao ao ATN
em pulsos de 1 e 2 horas. J4 ap0s a exposicdo em pulso de 5 horas a 100 mg/L de ATN,
houve uma reducéo na sobrevivéncia das larvas de zebrafish de 61,7% (apds 96 horas de
exposicdo) para 55,0% (D1, D2 e D3) (TABELA 3). No entanto, essa diferenca nao foi

estatisticamente significativa (p>0,05; teste T de Student). Por outro lado, quando se
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compara as taxas de sobrevivéncia nessa mesma concentracdo durante o periodo de
recuperacédo (D1, D2 e D3) com os respectivos controles negativos (p<0,05; teste de
Dunnett), observa-se que ha diferenca estatistica significativa, reforcando a continuidade
do efeito de ATN mesmo apés um periodo no qual ha auséncia do estressor. Além disso,
nao houve reversibilidade das malformacdes induzidas pelo ATN durante 3 dias de

recuperacao.

TABELA 3. Taxa de sobrevivéncia das larvas de zebrafish durante o periodo de recuperacéo de 3 dias (D1,
D2 e D3) ap6s 96 h de exposicdo as diferentes concentracdes do Glifosato Atanor 48® (ATN) em pulsos de
5 horas. Os resultados sdo expressos como média de trés repeticdes e desvio padrdao (DP) de trés
experimentos independentes. (*) p<0,05 é estatisticamente diferente em relagédo a sobrevivéncia observada
ao final das 96 horas (teste T de Student). () p<0,05 é estatisticamente diferente em relacdo aos respectivos
controles negativos (teste de Dunnett). CN: 4gua de manutencao.

ATN (5 h) Taxa de sobrevivéncia (%) + DP
Concentracéo D1 D2 D3
(mg/L)
CN 98,3+2,9 98,3+2,9 93,3+2,9
50 95,0+0,0 95,0+£0,0 93,3+7,6
10,0 90,0+5,0 90,0 £5,0 91,7+144
23,0 90,0+5,0 90,0 £5,0 85,0 £13,2
50,0 91,6 +5,7 91,6 £5,7 916+7,6
100,0 55,0 + 8,7* 55,0 + 8,7* 55,0 + 8,7*

A TABELA 4 mostra as taxas de sobrevivéncia das larvas de zebrafish durante o
periodo de recuperacéao (3 dias) apds exposicao ao surfactante POEA em pulsos de 1,2 e

5 horas por 4 dias (96 horas).
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TABELA 4. Taxa de sobrevivéncia das larvas de zebrafish durante o periodo de recuperagédo de 3 dias (D1, D2 e D3) apdés 96 h de exposi¢cdo as diferentes
concentracdes do surfactante polioxietilienoamina (POEA) em pulsos de 1, 2 e 5 horas. Os resultados séo expressos como média de trés repeti¢cdes e desvio padrao
(DP) de trés experimentos independentes. (") p<0,05 é estatisticamente diferente em relacdo aos respectivos controles negativos (teste de Dunnett). CN: agua de
manutencéo. (*) p<0,05 é estatisticamente diferente em relacéo a sobrevivéncia observada ao final das 96 horas (teste T de Student).

TAXA DE SOBREVIVENCIA (%) + DP

Exposi¢c&o em 1h 2h 5h
pulsos

POEA (mg/L) D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
CN 93,3+2,9 93,3+2,9 93,3+2,9 98,3+2,9 98,3+2,9 98,3+2,9 96,7 £2,9 96,7 £2,9 96,7 +2,9
0,4 93,3+7,6 93,3+7,6 93,3+7,6 90,0+0,0 90,0+0,0 90,0 £0,0 93,3+2,9 93,3+2,9 93,3+2,9
0,8 91,7+14,4 91,7+14,4 91,7+14,4 91,7+7,6 91,7+7,6 91,7+7,6 93,3+7,6 91,7+7,6 91,7+7,6
1,6 85,0+ 13,2 85,0+ 13,2 85,0 £ 13,2 91,7+7,6 91,7+7,6 91,7+7,6 91,7+2,9 90,0 £5,0 90,0+5,0
4,0 91,6 +7,6 91,6 +7,6 91,6 +7,6 88,3+7,6 88,3+ 7,6 88,3+7,6 71,7 +7,6* 68,3 + 7,6* 68,3 + 7,6*
8,0 88,3+5,7 88,3+5,7 86,7+ 7,6 83,3+2,9 83,3+2,9 88,3+ 7,6 46,7 £ 7,6% 45,0 £ 5,0* 45,0 £ 5,0*
16,0 63,3+ 7,6* 63,3+ 7,6* 61,7 £ 5,8* 60,0 + 5,0* 60,0 £ 5,0* 60,0 £ 5,0* 41,7+ 7,6% 40,0 £ 5,0* 40,0 £ 5,0*
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De acordo com a TABELA 4, quando se compara as taxas de sobrevivéncia no
periodo de recuperacéo (D1, D2 e D3) com aquelas encontradas no ultimo dia de exposicao
repetida (96 horas), ndo ha diferenca estatistica significativa (p>0,05; teste T de Student).

Por outro lado, a taxa de sobrevivéncia para larvas expostas a POEA durante o
periodo de recuperacédo reduziu em todos os pulsos de exposicdo. Nos pulsosde 1,2 e 5
horas, observa-se que na maior concentragao testada (16 mg/L) houve menor sobrevida
(p<0,05; teste de Dunnett). O mesmo efeito foi observado apés pulsos de 5 horas nas
concentragdes de 4 e 8 mg/L.

Quando se compara as taxas de sobrevivéncia das larvas entre os diferentes pulsos
de exposicdo no ultimo dia (D3) do periodo de recuperacéo (FIGURA 8), é possivel observar
gue a maior duragcdo do tempo do pulso (5 horas) causa uma reducdo significativa da
sobrevivéncia (p<0,05; teste de Tukey).

Essas observacoes reforcam continuidade do efeito de POEA mesmo ap0s um
periodo no qual ha auséncia do estressor. Em relacdo a reversibilidade de efeitos subletais,
foi observado que durante o periodo de recuperacdo, ndo houve reversao de efeitos
induzidos por POEA.
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FIGURA 9. Comparacéo das taxas de sobrevivéncia durante o periodo de recuperacao (D3) de larvas de
zebrafish expostas ao surfactante polioxietilienoamina (POEA) entre os diferentes pulsos de exposi¢éo. (A) 1,
2 e 5 horas na concentracéo de 4 mg/L; (B) 1, 2 e 5 horas na concentracéo de 8 mg/L; (C) 1, 2 e 5 horas na
concentracdo de 16 mg/L. As barras representam a média + o erro padrao de trés experimentos
independentes. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05; teste de Tukey).
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7. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, a toxicidade do ingrediente ativo glifosato, bem como suas
formulagbes tém sido estudadas em diversos tipos de organismos aquaticos. Em peixes, a
exposicdo a essas substancias pode causar diferentes efeitos, incluindo mortalidade,
alteracbes hematologicas e bioquimicas em tecidos, genotoxicidade, danos
histopatoldgicos, imunotoxicidade, cardiotoxicidade e estresse oxidativo (RODRIGUES et
al., 2019; TRESNAKOVA; STARA; VELISEK, 2021).

A entrada de agrotoxicos em ecossistemas aquaticos ocorre, com frequéncia, sob a
forma de pulsos e ndo por exposi¢cdes continuas. O presente estudo avaliou a toxicidade
aguda do GLI, ATN e POEA ap0s exposicdes repetidas ou em pulsos de 1, 2 e 5 horas
sobre estagios embrio-larvais de zebrafish. A diferenca entre esse modelo de exposicdo e
a exposicao tradicional esta relacionada a mimetizacdo de um cenario ambiental mais
realista (REINERT; GIDDINGS; JUDD, 2002; RODRIGUEZ-GIL et al., 2017; MORETON et
al., 2020).

GLI ndo apresentou toxicidade aguda significativa nas condicdes testadas (FIGURA
5). Em decorréncia de sua alta solubilidade em agua, residuos de glifosato podem ser
encontrados em aguas superficiais proximas aos locais de aplicacdo (ROY; CARNEIRO;
OCHS, 2016; LANZARIN et al., 2019; RODRIGUES et al., 2019). Vale ressaltar que, as
principais fontes de contaminacdo aquatica por herbicidas estdo associadas ao
escoamento superficial em areas agricolas e urbanas apos chuvas intensas e a deriva pés-
pulverizagdo. Quando adentram os corpos d’agua, os herbicidas podem atingir valores
maximos de concentracdo. No entanto, devido a alteracdes relacionadas a diluicéo,
mudancas fisico-quimicas da molécula, solubilidade, sor¢do a sedimentos e degradacéo,
as concentracdes podem sofrer alteracfes. Isso resulta em um intervalo no qual as
concentracfes do herbicida podem atingir niveis abaixo daqueles detectaveis (periodo de
recuperagido) (REINERT; GIDDINGS; JUDD, 2002; CHEVRE; VALLOTTON, 2013). Em
corpos d’agua em que o fluxo € maior, o glifosato € encontrado em concentragdes mais
baixas. No entanto, naqueles em que o fluxo da a4gua € menos intenso, podem ser
encontrados niveis de glifosato em concentracées que variam de 0,01 mg/L a 1,7 mg/L,
podendo alcancar 5,2 mg/L em um pior cenario de exposi¢do (ANNET; HABIBI; HONTELA,
2014; ROY; CARNEIRO; OCHS, 2016; RODRIGUES et al., 2019).

Entretanto, de acordo com Lanzarin e colaboradores (2017), o glifosato é uma
substancia complexa devido as suas propriedades fisico-quimicas, como peso molecular

relativamente baixo, alta polaridade, elevada solubilidade em agua e sor¢do a sedimentos,
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além de apresentar comportamento anfotérico. Ainda de acordo com o estudo, essas
propriedades dificultam o entendimento sobre o potencial de toxicidade e bioacumulag&o
desse ativo em organismos ndo-alvo, especialmente em estagios iniciais de
desenvolvimento de zebrafish. Outro ponto importante relacionado a bioacumulacdo, de
acordo com Wu e colaboradores (2017), é que devido a alta hidrossolubilidade, o glifosato
pode se acumular ao redor do corion, ndo ultrapassando essa barreira fisica de protecdo
do embrido. E, ainda, caso consiga penetrar, 0 ativo pode ser excretado durante processos
metabdlicos. Portanto, além das propriedades fisico-quimicas do ingrediente ativo glifosato
contribuirem para sua baixa toxicidade, vale ressaltar que o processo bioguimico no qual o
glifosato interfere ndo é compartilhado por animais (ANNET; HABIBI; HONTELA, 2014;
MESNAGE et al., 2015; CATTANI et al., 2017; SCHWEIZER et al., 2019).

Semelhante a resposta encontrada para o GLI, embrides e larvas expostas ao ATN
em pulsos de 1 e 2 horas nédo apresentaram mortalidade estatisticamente significativa. No
entanto, apoés pulsos de 5 horas, ATN apresentou toxicidade aguda com CLso.gen de 148,10
mg/L. As formulacdes a base de glifosato sdo amplamente aplicadas em areas agricolas e
nao agricolas devido a sua elevada eficacia no controle de plantas daninhas (WEBSTER et
al., 2014; BRIDI et al., 2016; RODRIGUES et al., 2017; ROY et al., 2016; ZHANG et al.,
2017; LANZARIN et al., 2019; RODRIGUES et al., 2019).

Essas formulacbes sao misturas complexas no qual o glifosato atua como
ingrediente ativo. A adicdo de surfactantes como o POEA, objeto do presente estudo,
permite que sejam formadas estruturas micelares que aumentam a solubilidade e a
penetracdo do glifosato nas membranas celulares das plantas daninhas, além de proteger
o ativo frente a degradacao. Isso aumenta a meia-vida do ingrediente ativo e melhora sua
atividade herbicida (CATTANI et al., 2017; MESNAGE; ANTONIOU, 2018). Dados da
literatura demonstram que este surfactante apresenta maior toxicidade para organismos
nao-alvo, incluindo Acartia tonsa, Ceriodaphnia dubia, Daphnia magna, Lepomis
macrochirus e Oncorhynchus mykiss, quando comparado ao ingrediente ativo isolado,
podendo ser de 5 a 50 vezes maior. (FOLMAR et al., 1979; GIESY et al., 2000; TSUI; CHU,
2003; BRAUSCH; BEALL; SMITH, 2007; MESNAGE; BERNAY; SERALINI, 2013;
MORENO; SOFIA; MARTINEZ, 2014; WEBSTER et al., 2014; MARTENS et al., 2019;
MESNAGE et al., 2019; RODRIGUES et al., 2019).

O POEA é considerado um ingrediente inerte e, devido a isso, geralmente é isento
de avaliagbes que estabelecem os limites de toxicidade (MESNAGE et al., 2019). No
presente trabalho, esse surfactante apresentou toxicidade aguda significante apds multiplas

exposic¢oes. O efeito letal induzido pelo POEA sobre os estagios embrio-larval de zebrafish
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foi concentragao-tempo-dependente com valores de CLso.96n de 43,49 mg/L, 47,23 mg/L e
11,61 mg/L apos pulso de 1, 2 e 5 horas, respectivamente.

O POEA pode ser transportado em pulsos de elevadas concentracdes das
formulagbes e alcancar 4guas superficiais apds eventos de escoamento. A toxicidade do
POEA esta relacionada as suas propriedades fisico-quimicas, a exemplo da
lipossolubilidade (MESNAGE et al., 2019). Essa caracteristica permite que a substancia
penetre a membrana de células de organismos ndo-alvo alterando sua estrutura e funcdes
levando, consequentemente, a prejuizos ao organismo (CAVALLI et al., 2013; MESNAGE;
BERNAY; SERALINI, 2013; DEFARGE et al., 2016; CATTANI et al., 2017). Existem fortes
evidéncias de que a bioacumulacéo do glifosato pode aumentar na presenca do POEA em
ambientes aquaticos, pois a alta lipossolubilidade do surfactante, utilizada para melhorar o
transporte do ativo na planta, também pode facilitar a permeabilidade do glifosato em
células animais aumentando desse modo, o fator de concentragdo (CONTARDO-JARA;
KLINGELMANN; WIEGAND, 2009; HEDBERG; WALLIN, 2010).

O presente estudo demonstrou que apoés 4 dias (96 horas) sendo expostas a pulsos
de 5 horas de ATN, larvas de zebrafish apresentaram mortalidade significativa (FIGURA 5).
Esse efeito pode estar relacionado tanto a presenca de POEA, que apresenta elevada
toxicidade e facilita a entrada do ativo melhorando sua ac&o herbicida, como citado
anteriormente, quanto ao fato de que apds 96 horas, todas as larvas eclodiram né&o
havendo, portanto, a presenca da barreira fisica realizada pelo cérion. Efeito semelhante
foi observado para embrides e larvas expostos ao POEA em pulsos de 1, 2 e 5 horas,
especialmente com o pulso de maior duracéao (FIGURA 6C). Observa-se que POEA foi mais
toxico do que a formulacéo a base de glifosato ATN ap0s 72 horas de exposicado, ja que
houve um decréscimo significativo da sobrevivéncia das larvas (FIGURA 6C). Além da alta
toxicidade do POEA ja discutida, nesse caso as larvas permaneceram mais tempo em
contato com o surfactante, uma vez que o corion foi rompido devido a ecloséo, que ocorre
por volta de 50 hpf (SCHOLZ et al., 2008).

O efeito tdxico durante as exposicoes repetidas em pulsos é geralmente menor do
gue a resposta obtida em uma exposicdo continua. Além disso, 0 primeiro pulso pode
selecionar individuos mais tolerantes, causando uma diminuicdo aparente da resposta
toxica e indica que organismos capazes de suportar os efeitos iniciais da exposi¢cdo a
substancias toxicas, podem sobreviver ao final do ensaio (REINERT; GIDDINGS; JUDD,
2002; DUSQUENE; REYNALDI; LIESS, 2006). Esse fato foi corroborado no presente
estudo, uma vez que apods exposicdo a ATN e POEA no regime de pulsos, observou-se

valores de CLso-96h (148,80 mg/L e 11,61 mg/L, respectivamente) maiores do que aqueles
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obtidos durante a exposi¢do continua (76,50 mg/L e 5,49 mg/L, respectivamente). De
acordo com Clark e colaboradores (1986), exposi¢cfes repetidas sdo menos toxicas para
organismos aquaticos do que exposi¢cdes continuas em que o ensaio tem igual duracao.
Isso sugere que pode ocorrer algum nivel de metabolizag&o ou eliminacdo da sustancia no
qual o organismo foi exposto durante o periodo no qual ndo ha contato com ela.

Um ponto importante, discutido por Reinert e colaboradores (2002), € que a
toxicidade de agrotoxicos esta intimamente relacionada a duragéo do pulso de exposigéo.
Sendo assim, quanto maior for a duracdo do pulso de exposic¢éo, o potencial toxico induzido
sera similar ao gerado com a exposi¢cao continua. No presente estudo observou-se que
com o incremento do tempo de duracdo do pulso para o surfactante, houve reducdo da
sobrevivéncia dos estagios iniciais de desenvolvimento de zebrafish (FIGURA 6C). A
concentracdo de POEA necessaria para afetar a sobrevivéncia de estagios embrio-larvais
de zebrafish no pulso de menor duragéo (1 hora) foi 16 mg/L. Nota-se que a CEO reduziu
com aumento da duracgéo do pulso, sendo de 8 mg/L para o pulso de 2 horas e de 4 mg/L
para o pulso de 5 horas (FIGURA 6). Essas respostas estdo em consonancia com outros
estudos que também apontam que a concentracdo e o tempo de duracdo do pulso sao
fatores determinantes para o aparecimento de efeitos toxicos (NADDY; JOHNSON;
KLAINE, 2000; SCHULZ; LIESS, 2000; COLD; FORBES, 2004).

Hé ainda outro fator para a reducéo de toxicidade, relacionado ao periodo no qual o
organismo ndo se encontra em contato com o0 agente toxico, denominado periodo de
recuperacdo. Durante esse periodo o organismo pode se recuperar, sugerindo o
acontecimento de processos toxicocinéticos (REINERT; GIDDINGS; JUDD, 2002;
CHEVRE; VALLOTON, 2013; FINOTELLO et al., 2017; MORETON et al., 2020). Nesse
estudo, avaliou-se a capacidade de resiliéncia de larvas sobreviventes a exposicao a GLlI,
ATN e POEA em pulsos de 1, 2 e 5 horas durante o periodo de recuperacdo de 3 dias.
Observou-se que larvas expostas a GLI mantiveram-se vivas e sem malformacdes
significativas. Além disso, apesar do decréscimo observado na sobrevivéncia de larvas
expostas a ATN (pulsos de 5 horas) e POEA (pulsos de 1, 2 e 5 horas) em relacédo a
exposicao aguda (até 96 horas) ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (p>0,05; teste T de Student).

O termo resiliéncia tem diversos significados dependendo do contexto em que é
inserido. De acordo com Bundschuh e colaboradores (2017), resiliéncia (ou recuperacao)
€ definida como a capacidade e o tempo necessario para que atributos funcionais ou
estruturais de um organismo ou ecossistema retornem a sua condi¢ao inicial uma vez que

o estimulo estressor é retirado. Em uma outra visdo, a resiliéncia descreve um processo de
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adaptacdo a um regime de exposicdo sem que haja retorno a uma condi¢cao anterior, ou
seja, 0S organismos ou 0 ecossistema se estabilizam em um novo regime (ANGELER et
al., 2018).

O presente estudo também avaliou os efeitos subletais (FIGURA 7) induzidos por
GLI, ATN e POEA em estagios embrio-larvais de zebrafish apds exposicdo em pulsos. As
substancias induziram anormalidades no desenvolvimento embrionario e os efeitos
subletais recorrentes foram auséncia da inflacdo na bexiga natatoria, ma absor¢céo do saco
vitelinico e deformidades na cauda, no entanto, ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa quando comparados aos respectivos controles negativos.
Considerando que os estagios embrio-larvais foram expostos em solucdo preparada com
agua de cultivo com pH de 7,5 + 0,5 e que o ingrediente ativo glifosato € uma molécula
ionizavel que exerce maior toxicidade em ambientes de baixo pH, sugere-se que o baixo
indice de efeitos subletais pode estar relacionado a presenca de formas ionizadas da
molécula que, por apresentarem cargas elétricas, tem penetracdo reduzida em
biomembranas (SCHEWEIZER et al., 2019). Por outro lado, em decorréncia de sua
caracteristica lipofilica, estagios embrio-larvais de zebrafish expostos a POEA
especialmente durante pulso de 5 horas apresentaram uma maior quantidade de efeitos
subletais (TABELA 2). Além disso, durante o periodo de recuperacéao, em que foi avaliada
a capacidade de resiliéncia, ndo houve reversao dos efeitos subletais provocados durante
as exposicoes repetidas.

De acordo com von Hellfeld (2020), os efeitos subletais podem, ou nédo, apresentar
potencial para recuperacdo. Edemas que envolvem a regido do pericardio ou do saco
vitelinico podem desaparecer com o desenvolvimento do organismo e nao comprometer
sua sobrevivéncia. No entanto, eventos como: curvatura espinal, malformacdes
craniofaciais, malformacdes no olho e auséncia da inflacdo da bexiga natatoria podem ser
consideradas irreversiveis implicando na sobrevivéncia do organismo no ecossistema.

De acordo com Kattwinkel e colaboradores (2015), ensaios com curtos periodos de
recuperacdo, como no presente estudo, podem nao ser suficientes para observar reversao
de efeitos toxicos. Além disso, a duracdo da recuperacao pode variar de 3 a 28 dias e,
dependendo da espécie estudada, podem ser necessarios até 8 semanas para a
recuperacdo total (BUNDSCHUH et al., 2017). Entretanto, € importante ressaltar que
durante o periodo de recuperacao (3 dias), estagios iniciais de desenvolvimento de
zebrafish ndo experimentarédo dor ou sofrimento (STRAHLE et al., 2012; SCHOLZ, 2013).
Sendo assim, a escolha desse periodo € justificada por respeitar o principio dos 3R’S

proposto por Russel e Burch (1959).
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Por outro lado, a auséncia de recuperacdo tanto pode estar relacionada a
irreversibilidade do impacto, quanto com a importancia da relacao interespécies durante o
periodo de exposi¢ado ao estressor. Diante disso, multiplas respostas, seja de recuperacdo
ou ndo, podem acontecer em decorréncia da perturbacdo do ecossistema em questéo.
Grande parte delas estdo relacionadas as caracteristicas da prépria espécie, como
tolerancia fisioldgica, metabolizagdo, capacidade de dispersdo do contaminante,
reproducao e crescimento (BAHO et al., 2014; BUNDSCHUH et al., 2017).

A atracdo ou aversao a contaminantes presentes no ambiente também & um fator
importante para a recuperacdo. Organismos que permanecem por periodos mais longos na
presenca de agrotoxicos, por se atrair ou ndo os perceber, tendem a absorver maiores
guantidades deles. O contrario também é valido, quando se trata de contaminantes nos
guais o organismo tem aversdo (DA ROSA et al., 2016). Da Rosa e colaboradores avaliaram
a atracdo ou aversao de adultos de zebrafish a agrotoxicos, incluindo formulacfes a base
de glifosato. O estudo indicou que os peixes adultos apresentam comportamento aversivo,
apos 30 segundos de exposicéo, por perceberem a substancia e ela causar desconforto
devido ao carater acido da formulagéo (pH = 6,5).

Quando se trata de estagios embrio-larvais de zebrafish, pode-se sugerir que 0s
organismos nao apresentam habilidade para a percepcéo sensorial do contaminante. Essa
atividade fisiologica é tomada como indicacdo de um sistema nervoso maduro, 0 que nao
estd completo no periodo inferior a 120 horas (GEISLER et al., 2017). Sendo assim,
embrides e larvas podem permanecer mais tempo na presenca dos agentes tdéxicos quando
comparados aos peixes adultos, levando a uma maior ocorréncia de efeitos letais e
subtelais e, consequente, falha na recuperacéo.

O presente estudo também avaliou e comparou as taxas de sobrevivéncia entre 0s
pulsos de exposicdo (1, 2 e 5 horas) durante o periodo de recuperacdo de larvas de
zebrafish. Apos exposicdo ao ATN em pulsos de 5 horas, houve reducdo na sobrevivéncia
das larvas de 61,7% (96 horas) para 55,0% durante todo periodo de recuperacéo (3 dias).
No entanto, essa reducdo nao foi estatisticamente significativa. Quando se compara as
taxas de sobrevivéncia entre os diferentes pulsos (1, 2 e 5 horas) durante o periodo de
recuperacao de larvas expostas ao surfactante POEA a 4, 8 e 16 mg/L, ha um aumento dos
efeitos letais estatisticamente significativo (FIGURA 8). Essa diferenca estatistica ocorre
entre o pulso de maior duracéo (5 horas) em relacdo aos pulsos de menor duracdo (1 e 2
horas). Portanto, esses dados podem sugerem gue 0s organismos ainda estdo sob a acéo

toxica do surfactante mesmo na sua auséncia. Isso pode estar relacionado tanto ao maior
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tempo de exposicdo, quanto a sua capacidade de bioacumulacdo nas larvas, fatores
anteriormente discutidos.

Os estagios iniciais de desenvolvimento de zebrafish oferecem uma enorme
versatilidade de aplicagdes, incluindo avaliagdo do risco ambiental e humano apés a
exposicdes a agentes téxicos (LAMMER et al.,, 2009; SCHOLZ, 2013; FIORINO et al.,
2018). Além disso, como o genoma de zebrafish esta completamente sequenciado e possuli
similaridade com o de seres humanos, é possivel extrapolar resultados obtidos nos estudos
de ecotoxicidade para outros mamiferos (PARNG et al., 2002; HOWE et al., 2013; SCHOLZ,
2013). Uma questao relevante nas extrapolacdes para humanos utilizando embrides e
larvas de zebrafish como modelo de estudo, deve considerar como as concentracdes em
gue se observa efeito letal ou subletal podem se relacionar aos modelos utilizando
mamiferos. Entretanto, a grande maioria dos estudos ecotoxicologicos com estagios iniciais
de desenvolvimento de peixes, a exposicdo ao agente toxico se da de maneira continua,
nao fornecendo um parametro de comparacéo real (SCHOLZ, 2013).

Em vista disso, estudos que abordem uma correlacdo mais fidedigna do cenario de
exposicao a agrotdxicos sao bastante relevantes a nivel de saude humana e ambiental,
especialmente em relacéo as formulacdes de herbicida a base de glifosato, um importante
contaminante ambiental, que gera discussdes polémicas e controversas sobre o seu

potencial toxico.

PARTE IV:
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CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

8. CONCLUSOES
Com base nos resultados € possivel concluir que:

e A formulacdo a base de glifosato (ATN) e o surfactante (POEA) induziram
mortalidade significativa sobre estagios iniciais de desenvolvimento de zebrafish
apos exposicao Unica. No entanto, o ingrediente ativo (GLI) e seu principal metabdlito
(AMPA) néo induziram toxicidade aguda significativa sob as mesmas condi¢des.

e As substancias testadas apresentaram valores de CLso.gen distintos, estabelecendo
a seguinte ordem de toxicidade: POEA>ATN>GLI=AMPA.

e Aexposicao unicaa ATN, GLI e POEA induziu efeitos subletais em embrides e larvas
de zebrafish, porém esses efeitos n&o foram estatisticamente significativos.

e Nas condi¢cOes testadas, todas as substancias foram genotOxicas para estagios
iniciais de zebrafish, sendo que GLI induziu dano ao DNA em uma concentragao
ambientalmente relevante (1,7 mg/L).

e POEA induziu efeitos genotoxicos em células RTG-2 (CEO 1,6 mg/mL) sugerindo
gue é um agente de acéao direta.

e Em relacdo a avaliacéo de toxicidade aguda apds exposicoes repetidas em pulsos
de 1, 2 e 5 horas, GLI ndo induziu efeitos significativos. ATN induziu mortalidade
significativa apos pulsos de 5 horas na maior concentracao testada (100 mg/L),
enquanto POEA induziu mortalidade significativa nos pulsos de 1, 2 e 5 horas com
CEO de 16, 8 e 4 mgl/L, respectivamente.

e As exposicdes repetidas em pulsos de ATN, GLI e POEA induziram efeitos subletais
em embrides e larvas de zebrafish, porém esses efeitos ndo foram estatisticamente
significativos.

e Na avaliacdo da capacidade de resiliéncia, ndo houve reversdo de efeitos subletais
induzidos por ATN, GLI e POEA durante o periodo de recuperacgéo.

e A sobrevivéncia de larvas expostas a ATN em pulsos de 5 horas e POEA em pulsos
de 1, 2 e 5 horas reduziu mesmo apoés a retirada do estimulo estressor. Entretanto,
a reducdo nado foi estatisticamente significativa quando se comparou com a

sobrevivéncia ao final do teste de toxicidade aguda (96 horas).
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e Os efeitos tdxicos induzidos por GLI, ATN e POEA ap6s exposicfes repetidas em
pulsos sobre estagios iniciais de desenvolvimento de zebrafish foram menores do

gue aqueles observados apés exposicdo Unica.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Desde sua introducdo no mercado, os efeitos toxicos agudos do glifosato e suas
formulagcdes comerciais vem sendo amplamente estudados. A aplicacdo indiscriminada e
repetida nos campos agricolas para aumentar a produtividade, levam a riscos a longo prazo
para seres humanos e todos o0s ecossistemas (solo, ar e agua).

A relevancia do presente estudo se relaciona com a necessidade de uma avaliagao
detalhada acerca dos efeitos das formulacdes a base de glifosato e seus constituintes em
cenarios realisticos de exposicéo, a fim de compreender a dimensao dos efeitos nos niveis

letal e subletal.

E um desafio controlar as fontes de contaminacio e suas consequéncias. Além
disso, a presenca de glifosato e seus metabolitos em concentracdes residuais em aguas
potaveis, subterraneas e superficiais representa um problema global, uma vez que os
efeitos toxicos podem ocorrer por diversos mecanismos, muitos deles ainda pouco

conhecidos.

Portanto, estudos que envolvem agrotoxicos, sobretudo o glifosato, prospectam a
necessidade da elucidacdo de mecanismos toxicos através da observacao de alteracdes
morfoldgicas e genéticas e, sem duvidas, este modelo animal contribui para uma avaliacao

completa respeitando o principio dos 3R’s.
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ANEXOS E APENDICES

Anexo 1 - Parecer do Comité de Etica (Caro o projeto tenha sido submetido a algum
Comité de Etica em Pesquisa).
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MINISTERIO DA EDUCACAO @
_ UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS )
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacao ecotoxicologica e toxicogenética de contaminantes
emergentes presentes em sistemas hidricos". registrada com o protocolo n° 102/14. sob a responsabilidade
de Gisele Augusto Rodrigues de Oliveira que envolve a producdo, manuten¢io ou utilizacio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos). para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794. de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009. e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal (CONCEA). e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) da Universidade Federal de Goias (UFG). em reunido de 20/08/2018.

Q Finalidade: () Ensino (X) Pesquisa Cientifica

0 Vigéncia da autorizagdo (inicio e fim): 08/12/2014 a 31/07/2020
Q Espécie/linhagem/raca: Danio rerio (Zebrafish)

O N° de animais autorizados: 100 peixes (60 machos e 40 fémeas)
Q Peso/Idade: adultos

Q0 Sexo: machos e fémeas

Q Origem (fornecedor): Petshops da cidade de Goiania

WAL e e

Dra. Marina Pacheco Miguel
Coordenadora da CEUA/PRPLIUFG
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MINISTERIO DA EDUCAGAO .
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS o
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA U FG

Goiania, 13 de abril de 2020.

| - Finalidade do projeto de pesquisa:

Il - Identificacédo:

a
a
a

O

Data de apresentacdo a CEUA: 06/11/2014
Data do atendimento da pendéncia: 13/04/2020

Titulo do projeto: Avaliacdo ecotoxicoldgica e toxicogenética de contaminantes emergentes presentes

em sistemas hidricos
Pesquisador Responsavel/ Unidade: Gisele Augusto Rodrigues de Oliveira

Pesquisadores Participantes: Endrew Henrique de Sousa Carvalho, Lauren Dalat de Sousa Coelho,

Maria Eunice Bertelli Pimenta, Michele Resende Machado, Sara Raquel Marques Silva
Médico Veterinario/ CRMV:

Unidade onde sera realizado: Faculdade de Farmécia

11 — Respostas as pendéncias:

v’ Solicitacdo da CEUA: Apresentacio de novo cronograma de atividade contendo a data

de encerramento da pesquisa

Resposta do Pesquisador Responséavel: O novo cronograma de atividades do projeto foi elaborado
para o periodo de 40 meses, com data de encerramento em 01 de agosto de 2023. Novas técnicas
estdo sendo incorporadas (a maioria com modelos invertebrados) nesse projeto a fim de caracterizar
os diferentes mecanismos de acdo toxica de diversas classes de contaminantes emergentes em
diferentes organismos, atendendo, principalmente, a demanda de uma colabora¢do com o grupo
INCT-DATREM (http://inct- datrem.ig.unesp.br; com vigéncia até inicio de 2023), do qual a
proponente faz parte. Desta forma, 0 novo cronograma do projeto compreende as seguintes etapas:
(i) implantar o cultivo das algas Raphidocelis subcapitata, dos microcrustaceos de agua doce
Daphnia similis e Ceriodaphnia dubia, e da minhoca Eisenia foetida. (ii) realizar a criacdo e
manutencdo dos peixes adultos de zebrafish, das algas, microcrustdceos e minhocas; (iii)
desenvolver e padronizar ensaios para a avaliacdo da toxicidade aguda, crénica e genotoxicidade
com algas, microcrustaceos e minhocas; (iv) promover o acasalamento e a colheita dos ovos de
zebrafish; (v) avaliar os efeitos tdxicos dos compostos-testes sobre embrides e larvas de zebrafish,
algas, microcrustaceos e minhocas, analisando os indicadores toxicoldgicos de letalidade, sub-
letalidade e genotoxicidade; (vi) elaborar relatérios cientificos e resumos; (vii) elaborar trabalhos
de concluséo de curso e exames de qualificacdo de mestrado e doutorado; (viii) elaborar dissertacdes
de mestrado e teses de doutorado e artigos cientificos; (ix) revisao da literatura pertinente ao assunto
do projeto de pesquisa, principalmente sobre 0s testes de toxicidade com algas, microcrustaceos e
minhocas, além de atualiza¢Ges sobre o bem-estar animal, buscando, pelo menos, reduzir o nimero
de embrides de zebrafish necessarios para a avaliagdo dos compostos-testes.
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VI- Parecer da CEUA:
De acordo com a documentacgdo apresentada a CEUA, o projeto foi considerado APROVADO pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA da Universidade Federal de Goiés.

Informacao aos pesquisadores:

Reiteramos a importéncia deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(s) pesquisador(es)
responsavel(is) devera(ao) encaminhar a CEUA-PRPI-UFG o Relatério Final baseado na conclusdo do estudo
e na incidéncia de publicagbes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n°. 11.794 de 08/10/2008,
e Resolugdo Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal-
CONCEA. O prazo para entrega do Relatorio é de até 30 dias ap6s 0 encerramento da pesquisa, a qual esta
prevista para finalizar suas acdes até 30 de agosto de 2023.

VI1I- Data da reuniao — ad referendum: 13/04/20.
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MINISTERIO DA EDUCAGAO “

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS “.
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVAGAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA U FG

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo ecotoxicoldgica e toxicogenética de
contaminantes emergentes presentes em sistemas hidricos", registrada com o protocolo n°
102/14, sob a responsabilidade de Gisele Augusto Rodrigues de Oliveira que envolve a producéo,
manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com o0s preceitos da
Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal
de Goias (UFG), ad referendum em 13/04/20.

Finalidade: ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo (inicio e fim): 08/12/2014 a 30/08/2023.
Espécie/linhagem/raca: Danio rerio (Zebrafish)

N° de animais autorizados: 180 peixes (100 machos e 80 fémeas)
Peso/ldade: adultos

Sexo: machos e fémeas

Origem (fornecedor): Petshops da cidade de Goiania

) /A
o /‘/, c e O

Dra. Marina Pacheco Miguel
Coordenadora da CEUA/PRPI/UFG
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