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Resumo

A populacdo humana cresce em propor¢cdes maiores que a producédo de alimentos.
Nesse cenario, a agricultura potencializa este cultivo por meio do uso de defensivos
agricolas, como por exemplo, herbicidas a base de glifosato (HBG). Entretanto, tais
produtos possuem varios efeitos adversos em organismos nao-alvos, como peixes.
Estudos apontam danos em tecidos e em material genético de peixes, porém, ndo
ha estudos sobre o comportamento reprodutivo dessa espécie quando expostas a
concentragbes permitidas por lei. Assim, testamos os efeitos de HBG na selegéo
sexual de parceiros e na qualidade espermatica de machos de Poecilia reticulata.
Para isso, avaliamos o comportamento sexual, o interesse sexual, a qualidade
espermatica e a receptividade das fémeas a machos expostos a 2 concentracfes
de HBG (50 e 100 pg/L) por 48 horas. Para avaliar a escolha de parceiros,
utilizamos o método de escolhas dicotbmicas e andlise de multiplas escolhas. Ja
para andlise da qualidade espermética, avaliamos a morfologia, a viabilidade, a
concentracdo e a motilidade dos espermatozoides. Nossos resultados indicam que
machos ndo expostos ao HBG diminuem a exibicdo para fémeas expostas ao HBG
e evitam copular com fémeas expostas a concentracdo de 100ug/L. Além disso,
fémeas expostas ao HBG sdo menos receptivas a copula. O HBG afetou a
morfologia dos espermatozoides, onde machos expostos a 50ug/L apresentaram
maior quantidade de células com danos primarios. Porém, ndo afetou a viabilidade,
concentracdo e motilidade dos espermatozoides. Nossos dados indicam que
concentracdes ambientalmente relevantes de HBG podem afetar o comportamento

reprodutivo e a qualidade espermatica de peixes.

Palavras-chave: Escolha sexual, Poecilia reticulata, toxicologia, Roundup®
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Abstract

Human population grows in bigger proportions then food production worldwide. To
solve this problem, increase food production is required. Agriculture has
potentialized food production through pesticides usage. Besides that, GMO's
increase production and usage of glyphosate based herbicide (HBG), since this
product does not affect GMO’s. HBG's have many side effects on non-target
animals, such as fishes. Many studies demonstrated damage in a lot of tissues and
DNA. However, effects on behavior and even in concentrations allowed by law have
not been studies. We aim to assess the effects of a GHB on physiological and
behavioral reproductive features of Poecilia reticulata as male sexual behavior,
sexual interest, sperm quality and female receptivity. We used dichotomous and
multiple-choice arenas for mate choice and viability, concentration, motility and
morphology to assess sperm quality. HBG decrease female receptivity, affects male
interest on perform displays and mate attempt with females exposed to 100ug/L.
HBG also affected sperm quality of males exposed to 50ug/L concentration. Despite
this, we did not find any effect on viability, concentration and motility of sperm cells
of exposed males to any concentration. We conclude that HBG affects female
receptivity, and, in turn, it affects sexual male effort, reducing display and mate
attempt rate. Our data shows that HBG, even in environment relevant
concentrations, can affect reproductive behavior and sperm quality. We show here
the necessity to assess with more caution the toxicology of pollutants and its effects,

as the law that regulates it.

Keywords: Mate choice, Poecilia reticulata, toxicology, aromatase, Roundup®
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1 Introducao

Thomas Robert Malthus em sua obra “An Essay on the Principle of
Population” (1798), ja previa que a populacdo humana cresceria em proporcdes
bem maiores que a producdo de alimentos no mundo. Para aumentar a
produtividade de alimentos, a humanidade tem se servido de maior exploracdo de
recursos naturais, sendo o desmatamento e uso do solo para producao
agropecuaria um dos fatores responsaveis por grande parte da perda de
biodiversidade (MATSON et al. 1997; TILMAN et al. 2001). Uma maneira de
aumentar a produtividade do setor agropecuério é utilizar pesticidas, evitando
perdas por pragas (WILSON e TISDELL, 2001). Porém, o0 uso de pesticidas tem

levado a diversos danos ao meio ambiente e a sobrevivéncia das espécies.

Um dos principais pesticidas utilizados no combate de plantas daninhas &
composto de formulacdo a base de glifosato (HBG). De acordo com a agéncia de
protecdo ambiental (2015; EPA), esses produtos lideram o mercado mundial de
pesticidas desde 2001 (analise feita até 2007), de 40 a 45 milhdes de quilogramas
em 2001 para 90 a 92,5 milhdes de quilogramas em 2007. S&o produtos
largamente utilizados para aumentarem a produtividade (TIMMERMANN et al.
2003). Além disso, a utilizacdo de organismos geneticamente modificados (GMQO’s)

gue séo resistentes ao glifosato, favorece ainda mais o uso desse tipo de pesticida.

Herbicidas a base de glifosato sdo utilizados principalmente em ambientes
terrestres. No entanto, podem ser encontrados em quantidades substanciais em
ambientes aquaticos. Pesticidas atingem corpos d’agua principalmente por meio de
acdo dos ventos no momento da aplicagdo, por meio da lixiviacdo do solo e
aplicacao direta e ilegal em leitos de corpos d’agua, no intuito de controlar o
crescimento de algas (ANNETT, et al. 2014). Segundo esses autores,
concentracfes de 0,03ug/L a 1950ug/L podem ser encontradas em ambientes
naturais, apesar de legislacdo especifica determinar nivel maximo de glifosato em
corpos d’agua. No Brasil, segundo resolu¢do do Conselho Nacional do Meio
Ambiente CONAMA 357 para corpos d’agua proprios para banhos e cultura, o limite
maximo é de 65ug/L. Ja a United States Environmental Protection Agency (US
EPA) estabelece 700ug/L, enquanto a agéncia ambiental Canadense estabelece

280ug/L, ambas em agua destinadas ao consumo humano.

Caunesp
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E de se esperar que os prejuizos ambientais decorrentes da poluicdo de
cursos d’agua por HBG ocorressem apenas em organismos fotossintetizantes, pois
o glifosato age inibindo a enzima 5-enolpiruvilchiqguimato-3-fosfato (EPSP). Essa
enzima é responsavel pela producédo de amino4cidos essenciais em plantas como
o triptofano, fenilalanina e tirosina (AMRHEIN e STEINRUCJEN, 1980; ANNETT et
al. 2014). Sendo essa enzima inibida, a producdo desses aminoacidos fica
comprometida, levando a planta a morte. Como animais ndo sdo capazes de
produzir aminodcidos essenciais, obtendo-os por meio da alimentacdo, ndo
possuem esse ciclo bioquimico e essa enzima. Portanto, ndo deveriam ser afetados
por esse composto quimico. No entanto, existem estudos apontando efeitos de
herbicidas a base de glifosato na salde dos animais. Alguns desses efeitos em
diversos grupos taxonémicos sdo: ma-formacao ontogenética (LAJMANOVICH et
al. 2003; COSTA e NOMURA, 2016), aborto (ARBUCKLE et al., 2001), inibicao da
atividade da acetilcolinesterase, comprometendo impulsos nervosos (CATTANEO
et al., 2011; GLUSCZAK et al. 2006; LAJMANOVICH et al. 2011; MENENDEZ-
HELMAN et al. 2012; MODESTO e MARTINEZ, 2010; SALBEGO et al. 2010;
SANDRINI et al. 2013) e aromatase, afetando niveis hormonais sexuais
(BENACHOUR et al 2007; RICHARD et al. 2005; SOSO et al. 2007).

Em peixes, existem estudos apontando danos causados por HBG em figado,
rins, branquias e cérebro (ARELLANO et al. 1999; AYOOLA, 2008;
JIRAUNGKOORSKUL et al. 2003; LANGIANO e MARTINEZ, 2008; NESKOVIC et
al. 1996; SOUZA-FILHO et al. 2013a), DNA, qualidade espermatica e alteracdes
em perfis hormonais (HARAYASHIKI et al. 2013; SOSO et al. 2007). Apesar da
vasta literatura a respeito dos efeitos de herbicidas a base de glifosato na saude
dos peixes, sdo poucos os estudos que verificam os efeitos de concentracfes
subletais de glifosato em seu comportamento. O comportamento animal pode ser
um dos primeiros outputs apresentados, indicando ma funcionalidade fisiologica,
sendo considerado bioindicador de qualidade ambiental (ADAMS, 2002; HOLT et
al. 2010).

Assim, objetivamos verificar a acdo do HBG na qualidade espermatica, no
comportamento e escolha sexual de machos e na escolha de parceiros e

receptividade de fémeas de Poecilia reticulata, Peters 1859 (Guppy).
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Escolhemos essa espécie como modelo de trabalho considerando sua
facilidade de reproducdo em cativeiro, por possuir comportamento reprodutivo
evidente, entre eles o de corte e de interceptacdo da fémea (sneaky behavior;
LILEY, 1966; KOHNEN, 1991; HOUDE, 1997), pela facilidade no manejo em
laboratorio e pela indicacdo para estudos toxicologicos pela Organizacdo para

Cooperacéo e Desenvolvimento Econdmico (OECD, 1992).

Acreditamos que a exposicdo de peixes ao herbicida pode afetar o
comportamento sexual e a escolha de parceiros, considerando os efeitos na
atividade da acetilcolinesterase (SANDRINI et al. 2013) e na aromatase
(BENACHOUR et al 2007; RICHARD et al. 2005; SOSO et al. 2007). Prevemos
também que a qualidade espermética de machos de P. reticulata seja afetada,
considerando que o glifosato afeta integridade de microtubulos (HEDBERG e
WALLIN, 2010) e atividade enzimatica da caspase 3, podendo levar a apoptose e
ruptura da membrana celular (KIM et al. 2013; LAKHANI et al., 2006).

2 Objetivos

Nosso objetivo foi estudar os efeitos de trés concentracbes de uma
formulacdo comercial de glifosato na selecdo sexual de Guppies. Como objetivos

especificos, temos:

1. A exposicao a herbicidas a base de glifosato afeta a escolha sexual da fémea?
1.1Fémeas evitam machos expostos ao HBG?
1.2A exposicdo de fémeas ao HBG afeta sua escolha pelo macho mais
atraente?
1.3 A exposicdo ao HBG afeta a receptividade sexual das fémeas?
2. Herbicidas a base de glifosato afetam o sucesso reprodutivo de machos?

2.1A exposicéo ao HBG afeta o comportamento de corte do macho?

2.2 A exposicao ao HBG afeta a qualidade espermética?

2.3.Machos evitam fémeas expostas ao HBG e despendem menor esforco

reprodutivo com elas?

11
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3 Metodologia

3.1 Animais

N6s usamos machos (1,62+0,07cm, comprimento padrdo) e fémeas
(3,14+0,42cm, comprimento padrdo) de P. reticulata coletados em uma lagoa
localizada na Fazenda Lageado, Universidade Estadual Julio de Mesquita Filho,
Campus Botucatu (22°50°26.11”S 48°25’39.56”0). Vale ressaltar que nao ha
nenhuma atividade agropecuaria proximo a lagoa. Analisamos a qualidade da agua
da mesma para a identificacdo de possiveis poluentes e ndo foi encontrado nenhum
tipo poluicdo, dentro dos parametros analisados (Anexo I). Apesar de n&o termos
analisado a presenca de glifosato ou seus derivados na agua, por motivos técnicos,

a auséncia dos demais poluentes indicam baixa probabilidade de poluicéo.

Os peixes coletados na lagoa da fazenda lajeado da UNESP foram mantidos
em um tanque estoque, com densidade de 0,2 peixes por litro por pelo menos 1
més antes do inicio dos experimentos. Esses peixes foram utilizados para os
experimentos de comportamento dos machos e qualidade espermética. Ja para os
demais objetivos, utilizamos peixes descendentes de individuos de Trinidad e
Tobago, que foram mantidos em aquarios também com densidade de 0,2 peixes
por litro (aquario de 60 litros) da universidade McGill (Montreal, QC, Canada).
Todos os animais demonstraram completa aclimatacéo as condi¢des laboratoriais
e presenca dos pesquisadores. A temperatura durante a aclimatacdo e
experimentos foi mantida em 24-26°C, amonia<0,04 ppm, areacdo constante
(inclusive durante os experimentos), pH em torno de 7,2 e 12 horas de ciclo
claro/escuro. Peixes foram alimentados uma vez por dia com racao para peixes
neotropicais até a saciedade, incluindo os dias experimentais (experimentos se
iniciaram pelo menos uma hora apés a alimentacdo). Todo procedimento foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNESP, Botucatu

(protocolo numero 710).

3.2 Produtos quimicos e concentracdo media letal
Executamos todos os experimentos utilizando uma formulagéo comercial de

glifosato contendo 143g/L de sal de amobnio de glifosato e 3-iodo-2propinilo

butilcarbamato a 0,0017% (numero de registro: 22627). No teste de concentracao

média letal, utilizamos cinco tratamentos nominais de HBG (100, 1000, 10000,
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100000ug/L e 300000 pg/L de equivalente de glifosato) e um controle (Oug/L de
equivalente de glifosato). Temperatura, pH e oxigénio dissolvido se mantiveram
constantes durante 0 experimento  (27,8+0,7°C, 6,933+0.1154 e
3,2166+0,2433mg/L, respectivamente).

O teste de concentracdo média letal (CL50, 48h) foi realizado conforme a
norma ABNT NBR 15088 e o método estatistico trimmed spearman-karber
(HAMILTON et al. 1977) para 48 horas de exposicao. As exposicoes utilizadas
nesse trabalho foram todas de 48 horas, segundo norma da ABNT para produtos
guimicos nao-volateis, iniciando os experimentos as 10 da manha e finalizando-os
as 10 horas da manha dois dias ap0s o inicio do experimento. Nesse periodo, 0s
aquarios foram verificados uma vez a cada 24 horas, onde peixes mortos foram

retirados dos aquarios.

O valor da concentragdo nominal média letal para os Guppies foi de 316ug/L.
Dados de mortes ao longo do tempo estdo apresentados no anexo Il. Nés
determinamos as concentracfes dos experimentos baseado no CL50, 48h, nas
concentracfes permitidas por leis brasileiras e dos estados unidos e concentracdes
que sdo encontradas em ambientes naturais. Portanto, as concentra¢cdes nominais
foram: O (grupo controle), 50 (~15% do CL50, 48h) e 100ug/L (~30% do CL50, 48h).
As concentracdes nominais no valor de 150ug/L ou maiores resultaram em morte
de alguns individuos, assim como o comportamento de “boquejar”, nas 48 horas de
exposicdo. Sendo assim, tais concentracbes foram excluidas dos nossos
experimentos. A concentracdo de 50ug/L é permitida em corpos d’agua pela
legislacdo brasileira (CONAMA 357). Ja a 100ug/L é permitida em corpos d’agua
pela Agéncia de Protecdo Ambiental Americana — EPA, que considera como limite

maximo 700ug/L.

Cabe observar que a exposicdo aguda pode ocorrer em ambientes naturais
como em ambientes I6ticos que receberam recente aporte do herbicida, seja por
aplicacao direta na agua (feito ilegalmente para controle de algas) ou por aplicacdes
em por¢des de terras adjacentes aos corpos d’agua. Segundo ANNETT et al.
(2014), é possivel encontrar glifosato em corpos d’agua desde 0,075ug/L a
1950ug/L.
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3.3 Procedimento experimental

3.3.1 A exposicéo a herbicidas a base de glifosato afeta a escolha
sexual da fémea?
3.3.1.1 Fémeas evitam machos expostos ao HBG?

Nos utilizamos 40 machos, formando 20 duplas, sendo cada uma similar em
comprimento e padréo de coloragdo. Os machos de cada dupla foram divididos e
submetidos aos tratamentos do herbicida, sendo que, da dupla, um era controle
(N=20) e o outro do grupo 50ug/L (N=10) ou 100ug/L (N=10). A exposicdo aos
tratamentos teve duracéo de 48 horas. ApoOs esse periodo, colocamos cada dupla
na arena de escolha dicotdbmica, juntamente com uma fémea ndo-gravidica que ndo
teve nenhum contato prévio com os machos da dupla, como ilustrado na Fig 1.
Mantivemos a fémea no compartimento central por 10 minutos antes do inicio das
gravacdes. Dessa forma, ela recebeu estimulos quimicos e visuais dos machos de
forma equitativa. Apds esse periodo, libertamos a fémea e iniciamos as gravacdes
por 15 minutos. Das filmagens, descartamos os primeiros 5 minutos (tempo para
aclimatacao e exploracédo da fémea) e consideramos apenas os ultimos 10 minutos
de registro, medindo o tempo que a fémea passou inserida totalmente nas zonas
de escolha de cada macho. Os videos foram analisados as cegas, de forma que o

pesquisador ndo sabia a qual grupo experimental o peixe em analise pertencia.

3.3.1.2 A exposicao de fémeas ao HBG afeta sua escolha pelo macho mais
atraente?

Primeiramente, determinamos qual o macho mais e menos atraente para
fémeas. Para isso, escolhnemos 4 machos com grande diferenga em tamanho e
padroes de coloracdo e 15 fémeas do tanque estoque. Colocamos os quatro
machos (desconhecidos pela fémea) e uma fémea por vez em uma arena de
multipla escolha (Fig 2). Em cada teste, nds sorteamos a posicao de cada macho
nas laterais da arena e colocamos uma fémea no centro do aquario por 10 minutos
antes do inicio dos testes, a fim de que a fémea recebesse estimulos visuais e
guimicos dos machos de forma equitativa. Apds esse tempo, libertamos a fémea e
filmamos sua resposta por 15 minutos. Da mesma forma que no item 1.1, nés
descartamos os 5 primeiros minutos na analise dos videos, tempo considerado para

aclimatacao e exploracao do aquario. Nos ultimos 10 minutos, registramos o tempo
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em gue a fémea passou inserida totalmente nas zonas de escolha de cada macho.

Os videos foram analisados as cegas.

Posteriormente, submetemos 10 fémeas a cada tratamento (00, 50 e
100pg/L de HBG) por 48 horas. ApoOs esse periodo, colocamos 0s machos mais e
menos atraentes, obtidos no experimento anterior, na arena de escolha dicotdmica
(em posicéo aleatéria em cada teste). Além disso, colocamos as 10 fémeas de cada
tratamento (uma por vez) no centro da arena e realizamos o teste de escolha
exatamente como descrito no item 3.31.1. As fémeas nunca tiveram contato algum
com o0s machos utilizados no experimento. Registramos nos 10 minutos de
filmagem, a quantidade de tempo em que a fémea estava inserida completamente
em cada zona da arena de escolha dicotbmica. Os videos foram também

analisados as cegas.

3.3.1.3 A exposicao ao HBG afeta a receptividade sexual das fémeas?
Utilizamos 10 fémeas ndo-gravidicas de cada tratamento (0, 50 e 100ug/L)
expostas ao HBG por 48 horas e as colocamos individualmente com quatro
diferentes machos (um por vez) em um aquario de 10 litros e filmamos o casal por
15 minutos (descartando os primeiros 5 minutos). Por meio das filmagens,
estabelecemos uma pontuacdo para o quanto a fémea esta receptiva a cépula
segundo o etograma de HOUDE (1987; Tabela 1). Nesse etograma, cada vez que
0 animal apresentava o comportamento descrito, a pontuacdo era atribuida. No

final, a pontuacéo foi somada para cada individuo. Os videos foram analisados as

cegas.
Male 1 : male1 Male 2 : Male 2
" zone Zzonhe o
5cm % 6 cm 12 cm 6 cm % 5cm

Fig 1. Arena de escolha dicotémica para a escolha de parceiros em Poecilia
reticulata. A arena permite a escolha baseada em sinais visuais e quimicos,

usando uma tela como divisor (linha tracejada). A zona neutra corresponde aos 12
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cm no centro do aquario, Male 1 zone e Male 2 zone indicam as zonas do
compartimento central proximo aos respectivos machos, onde o tempo de

permanéncia da fémea foi contabilizado.

male 1 Zone

Female
Neutral
Zone

auo07 ¢ sjew

Buisooyo ajewa

Female choosing
male 2 Zone

N7 Female choosing
male 3 Zone

B vaes 17

Fig 2. Arena de multipla escolha vista de cima. A fémea foi colocada no centro

da arena (Female Neutral Zone) e os machos colocados cada um em um canto da
arena, separada por uma tela que permite comunicac¢ao visual e quimica entre os
individuos. As linhas proximas aos compartimentos laterais sdo areas de escolha
dos respectivos machos (female choosing male zone). Os quadrilateros laterais
(NZ- Neutral zone) sdo zonas neutras, pois ndo se pode definir qual macho atraiu
a fémea para aquela area. DZ indica dead zone, onde machos e fémeas sdo

impedidos de visitar por barreira fisica.
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Tabela 1. Sistema de pontuacédo para areceptividade das fémeas, baseado no

etograma proposto por HOUDE (1987).

Pontuacdo Comportamento de machos e fémeas

0 Sem resposta; fémeas ignoram os machos

1 Fémeas se direcionam para 0s machos mas néo se
aproximam deles
Fémeas se movimentam em direcdo aos machos
Machos e fémeas circulam entre si
Tentativa de copula; machos fazem contato do gonopédio na
abertura urogenital da fémea

5 Copula; Contato do gonopddio com a abertura urogenital da
fémea, seguido de contracéo caracteristica de ejaculacéo do

macho

3.3.2 Herbicidas a base de glifosato afetam o sucesso
reprodutivo de machos?
3.3.2.1 A exposicado ao HBG afeta o comportamento de cérte do macho?
Submetemos 10 machos em cada tratamento (0, 50 e 100ug/L) por 48 horas ao
HBG. Apds esse periodo, colocamos cada macho individualmente com uma fémea
nao-gravidica em um aquario de 10 litros e os filmamos por 15 minutos.
Descartamos 0s primeiros cinco minutos e nos 10 minutos restantes registramos o
tempo em que o macho fica direcionado para fémea, a frequéncia de
comportamentos de corte e tentativas de cOpula dos machos. Os videos foram

analisados as cegas.

3.3.2.2 A exposicao ao HBG afeta a qualidade espermatica?
Utilizamos 15 individuos (5 em cada tratamento; 0, 50 e 100ug/L) utilizados
no experimento do objetivo 2.1, apds 0s experimentos comportamentais, para fazer

a analise de qualidade espermatica. Os individuos utilizados possuiam
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espermatozoides em estoque e nao realizaram nenhuma cépula nas 48 horas

anteriores ao experimento. Os procedimentos adotados estdo descritos a seguir.

3.3.2.2.1 Extragao do sémen

Para a extracdo do sémen, anestesiamos 0s machos de P. reticulata com
benzocaina (80 mg/L) via absorcao branquial e aplicamos uma leve pressurizacao
na cavidade abdominal no sentido antero-posterior, até que o sémen fosse extraido
em no maximo de 5 tentativas. NOs diluimos o sémen extraido em 30ul de uma
solucéo fisiologica (GARDINER, 1978), contendo 207mM de NacCl, 5,4mM de KCl,
1,3mM de CaClz, 0,49mM de MgClz, 0.41mM de MgSO4 e 10mM de Tris, ajustando
o pH para 7,5 com HCL. Posteriormente, pipetamos cada amostra por cerca de 100
vezes para quebrar as espermatozeugmatas (estruturas em forma arredondada
gue contém os espermatozoides, que ganham mobilidade apenas apds sua soltura)

e liberar os espermatozoides.

3.3.2.2.2 Morfologia de espermatozoides

Utilizamos 15 pl da solucéo fisioldgica contendo esperma fixado em uma
solucéo de formol-salina e 5ul dessa solucao foi depositada em lamina, corado com
corante rosa bengala (3g de rosa bengala, 99ml de agua destilada e 1ml de
formaldeido a 40%), segundo STREIT JR. et al. (2004). A morfologia de 200 células
esperméticas de cada amostra foi analisada por meio de microscopia O6tica
(aumentada 1000 vezes) e classificados como normais, patologia primaria e
patologia secundaria, segundo HERMAN et al. 1994 (Tabela 2). As analises foram

feitas as cegas.

3.3.2.2.3 Viabilidade espermatica

Analisamos a viabilidade de células espermaticas por meio de microscopia de
fluorescéncia. Para isso, 7 pl da solucéo fisiolégica contendo sémen foram
mantidas em temperatura de 0°C até as analises. Coramos cada amostra com
0,1ul de SYBR Green e iodeto dipropidico, que foram colocadas em laminas e
analisadas sob microscopia de fluorescéncia com aumento de 200 vezes. Tiramos
seis fotos de cada campo de visualizacdo, trés destacando células vivas com o
corante SYBR Green e trés destacando células mortas marcadas com lodeto

dipropidico. Os campos visuais foram escolhidos aleatoriamente. Por meio das
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fotografias, registramos a proporcéao de células vivas. As analises foram feitas as

cegas.

3.3.2.2.4 Concentracdo espermatica

Utilizamos 10 ul da solucéo fisiologica contendo sémen e colocamos em um
hemocitémetro, segundo HILBIG et al. 2008 e VARELA-JUNIOR et al. (2012).
Usamos a microscopia 6tica (aumento de 200 vezes) para a contagem de células

espermaéticas.

Tabela 2. Classificacdo das principais patologias (segundo HERMAN et al.
1994) encontradas em células espermaticas de Poecilia reticulata expostos
ao HBG.

Tipo de dano Patologia

Normal

Cauda dobrada

Cauda dobrada parte final
Cabeca solta

Cauda solta

Edema de colo

Gota proximal (L até 3%)
Gota distal (L até 5%)
Cauda dupla

Normal

Primario (Leve)
Primario (Leve)
Primario (Leve)
Primario (Leve)
Primario (Leve)
Primario (Leve)
Primario (Leve)
Primario (Leve)

Secundario (Grave)
Secundario (Grave)
Secundario (Grave)
Secundario (Grave)
Secundario (Grave)
Secundario (Grave)
Secundario (Grave)
Secundario (Grave)
Secundario (Grave)
Secundario (Grave)
Secundario (Grave)
Secundario (Grave)

Cauda quebrada parte inicial
Cauda quebrada parte intermedidria
Cauda quebrada parte final
Cauda quebrada junto a cabeca
Cauda enrolada

Cauda enrolada parte final
Cauda degenerada

Cauda curta

Cauda abaxial

Cauda corrugada

Microcefalia

Macrocefalia

3.3.2.2.5 Motilidade espermatica

Utilizamos outros 8 pl da solucéo fisiolégica contendo sémen de cada amostra
e colocamos em uma lamina banhada com alcool polivinilico (1%). Analisamos a
motilidade por meio da microscopia 6tica com aumento de 200 vezes e gravamos
1,5 minutos da motilidade de cada amostra. Os parametros da motilidade

espermatica analisados foram: Porcentagem de células estaticas (totalmente
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estacionadas no campo de visao), progressivas (com motilidade que de fato leva
ao deslocamento da célula) e ndo progressivas (com motilidade, mas sem
deslocamento efetivo, sendo comum um movimento circular). Os videos foram

analisados as cegas.

3.3.2.3 Machos evitam fémeas expostas ao HBG e despendem menor esfor¢o
reprodutivo com elas?

Formamos 20 duplas de fémeas ndo gravidicas com tamanhos similares. As
fémeas de cada dupla foram divididas entre os tratamentos, sendo que uma foi
destinada ao grupo controle (00ug/L) e a outra destinada a um dos tratamentos
(100 ou 50ug/L). Dessa forma, o grupo 00ug/L continha 20 fémeas e os grupos 50
e 100upg/L continham 10 fémeas cada um. As fémeas foram expostas aos
tratamentos por 48 horas. ApOs esse periodo, realizamos o teste de escolha
dicotbmica, dessa vez com as fémeas dos tratamentos nas extremidades sendo
uma fémea controle em um dos lados e fémea tratada com herbicida no lado oposto
e um macho naregido central. Registramos a localizagdo do macho por 15 minutos,
descartando os primeiros 5, considerados tempo de exploracdo do aquério e
aclimatagdo. Apds a filmagem, retiramos as fémeas do aquério de escolha
dicotdbmica e as inserimos individualmente, no centro do aquario, junto ao macho,
e filmamos por mais 10 minutos, afim de registrar o esforco reprodutivo do macho
medido pelo nimero de exibicbes sigmoides, tentativas de coépula e tempo
direcionado para cada uma das fémeas.

3.4 Analises estatisticas

Nés realizamos modelos lineares hierarquicos (Linear mixed-effects models)
para os objetivos 1.1, 1.2 e 2.3 (experimentos de escolha dicotbmica e arena de
multipla escolha), utilizando a dupla da escolha dicotdmica com efeito aleatorio e
os tratamentos de herbicida com efeito fixo. Utilizamos o método logliklihood e
critério de Akaike (AKAIKE, 1974; FIELD et al. 2012), para determinar se o0 modelo
contendo variaveis aleatorias tem mais poder explicativo que modelos apenas de
efeitos fixos. Nos casos em que o efeito aleatdrio ndo seja significativo, utilizamos
apenas os efeitos fixos, ou seja, modelos lineares simples. Ja os objetivos 1.2
(macho com maior atratividade), 1.3, 2.1, 2.2 e 2.3 (esforgo reprodutivo do macho),
analisamos por meio da ANOVA one-way. Na analise de morfologia espermatica

do item 2.2 fizemos uma ANOVA two-way. Comparacdes a posteriori foram feitas
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por meio do teste de Tukey. Os dados foram logaritimizados quando necessario
para atingir normalidade e homocedasticidades dos dados. Esses pressupostos
foram analisados por meio dos testes de Kolmogorov-smirnov e Levene,
respectivamente. Para verificar se tamanhos de machos e fémeas diferiram entre
tratamentos, executamos anova one-way quando dados apresentavam
homocedasticidade e normalidade ou Kruskall-Wallis em caso negativo, mesmo

apos as transformacdes.

4 Resultados

4.1 A exposicao a herbicidas a base de glifosato afeta a
escolha sexual da fémea?

4.1.1 Fémeas evitam machos expostos ao HBG?

Nesse experimento, machos néo diferiram em tamanho entre os tratamentos
(F=0,283, df=35, p=0,755). O melhor modelo encontrado foi o modelo aleatorio
(AIC modelo fixo= 479,6985, AIC modelo aleatério= 476,6584, loglikelihood ratio=
15,0401, p=0,0102). Nesse modelo, o HBG nédo afetou o tempo em que a fémea

despendeu préximo aos machos de cada tratamento (t=-1,2665, df=17, p=0,2224).

4.1.2 A exposicdo de fémeas ao HBG afeta a escolha de fémeas
pelo macho mais atraente?

No experimento para verificar qual € o macho mais atraente para fémeas, o
modelo considerando cada experimento como variavel aleatoria e o0s machos como
fixo foi o melhor (AIC modelo fixo= 517,6264, AIC modelo aleatério= 508,6815,
loglikelihood ratio= 28,9448, p=0,0013). Nesse modelo, o macho 2 foi o que
recebeu a menor quantidade de tempo das fémeas, enquanto os demais néo
diferiram entre si (t=-3,6485, df=33, p=0,0009; Fig 3). Sendo assim, utilizamos no
experimento seguinte o macho 2 (com menor atracdo de fémeas) e o macho 4
(escolhido de forma aleatéria dentre os trés machos considerados iguais em termos

de atracéo).
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Fig 3. Tempo gasto pelas fémeas proximas aos machos (s). Colunas indicam a
média e barras indicam o desvio padrdo. Diferencas estatisticas (p<0,05) sao
indicadas por barras horizontais (teste de Tukey). N=15.

No experimento que verifica se o glifosato afeta a capacidade de escolha de
fémeas submetidas aos tratamentos de HBG pelo macho mais atraente, as fémeas
submetidas aos tratamentos do HBG néo diferiram em tamanho (F=0,851, df=29,
p=0,438). O melhor modelo foi o que considera o experimento dicotdbmico como
variavel aleatéria e machos e o tratamento como variaveis de efeito fixo (AIC
modelo fixo= 788,1487, AIC modelo aleat6rio=772,9402, loglikelihood ratio=
21,2084, p=0,0001). Nesse modelo, o HBG nao afetou a escolha de fémeas pelo
macho mais atraente, de modo que fémeas de todos os tratamentos despenderam
tempo semelhantes aos dois machos escolhidos, sendo a diferenca entre machos:
t=1,3548, df=29, p=0,1859; a diferenca entre tratamentos: t=0,3115, df=28,
p=0,7577; e a interagdo entre machos e tratamento: t=-0,1356, df=28, p=0,8930).

4.1.3 A exposicdo ao HBG afeta a receptividade sexual das
fémeas?

As fémeas submetidas aos diferentes tratamentos de HBG nao diferiram em
tamanho (F= 1,1932, df= 29, p=0,3187). O HBG afeta a receptividade das fémeas,

de modo que fémeas ndo expostas sdo 1,91 vezes mais receptivas que fémeas
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expostas a 50 ug/L e 2,13 vezes mais receptivas que fémeas expostas a 100 ug/L
(F=10,14, df=29, p=0,0005; Fig 4).
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Fig 4. Receptividade de fémeas expostas ao HBG. As colunas indicam as médias
e as barras indicam desvio padrdo. Diferencas estatisticas (p<0,05) séo indicadas

por barras horizontais (teste de Tukey). N=10.

4.2 Herbicidas a base de glifosato afetam o0 sucesso
reprodutivo de machos?

4.2.1 A exposicao ao HBG afeta o comportamento de corte do
macho?

Machos expostos aos diferentes tratamentos néo diferiram em tamanho
(p=0,701). Peixes do grupo controle (O0ug/L) apresentaram, em média, 1,6 (x3,75)
vezes 0 comportamento de cérte em 10 minutos, 1 (x2,22) tentativa de cOpulas e
ficaram direcionados para as fémeas cerca de 84,73 (+104,93) segundos. Ja no
grupo 50ug/L, os peixes apresentaram 1,53 (+4,73) vezes o comportamento de
corte, 0,86 (x1,4) tentativas de cépula e 106 (£97,46) segundos direcionados para

a fémea. Peixes do grupo 100ug/L exibiram o comportamento de corte 0,73 (x2,23)
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vezes, 2,23 (+0,33) tentativas de copula e ficaram 75,54 (£91,15) segundos
direcionados para a fémea. A exposicao ao glifosato ndo afetou o comportamento
de corte (p=0,791), a tentativa de copula (p=0,506) e o tempo direcionado a fémea
(p=0,695).

4.2.2 A exposicao ao HBG afeta a qualidade espermaética?

4.2.2.1 Morfologia de células espermaticas

Células do grupo controle apresentaram 80+38,77 células normais,
64,2+24,69 células com danos primarios e 57,4+35,14 com danos secundarios,
equanto que células do grupo 50ug/L apresentaram 51,6+28,72 células normais,
94+25,64 células com danos primarios e 55,2+26,7 células com danos
secundarios. JA o grupo 100ug/L apresentou 97,4+5,17 células normais,
70,4+17,72 células com danos primarios e 36+17,21 células com danos
secundarios. Nao ha diferenca em numero de células em cada tipo e patologia
(normal, priméria e secundéria) entre os grupos (p=0,994), com excecdo a
guantidade de células normais do grupo 50ug/L, que teve menos células que o
grupo 100ug/L (p=0,008). Apesar disso, existem diferencas entre o numero de
células dentro de cada tratamento (Fig 5), onde 50ug/L possui uma maior
quantidade de células com danos primarios que normais (p=0,014) e células
secundarias (p=0,024). Ja o grupo 100ug/L possui menos danos secundarios que
danos primarios (p=0,045) e células normais (p=0,0007). As principais patologias

encontradas estéo ilustradas na Fig 6.

4.2.2.2 Viabilidade espermatica

HBG néo leva a morte as células espermaticas de P. reticulata quando os
peixes sao submetidos aos tratamentos por 48 horas (p=0,9493). Grupo controle
apresentou 81% (+1,5) de células esperméticas vivas, 50ug/L apresentou 84%
(£1,8) e 100ug/L 80% (+1,62).

4.2.2.3 Concentracdo espermatica

A exposicao dos peixes ao HBG por 48 horas ndo mudou a concentragao
espermatica em Guppies (p=0,2226). O grupo controle apresentou 3,12+2,05x108
células, 50ug/L apresentou 1,36+1,12 x 108 e 100ug/L apresentou 1,56+1,5x108

células por mililitro de soluc¢éo fisiol6gica contendo o sémen.
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4.2.2.4 Motilidade espermatica

O HBG néo afetou a motilidade de espermatozoides, de forma que a
qguantidade de células com motilidade progressiva nao diferiu entre os tratamentos
(p=0,5543). O grupo controle apresentou 34,5%+25,25 de células com motilidade
progressiva, 50ug/L apresentou 21,1%+18,16 e 100ug/L apresentou 26%+13,13
8%. Quanto as células com motilidade n&o-progressiva, também nado houve
diferenca entre tratamentos (p=0,4843), sendo que O grupo controle possuiu
8%+8,62, 50ug/L, 12,9%+11,25 e 100ug/L, 8,08%+5,24. Da mesma maneira, a
percentagem de células estaticas nao foi afetada (p=0,7462), com o grupo controle
apresentando 57,5%+26,33, 50ug/L 66%+19,59 e 100ug/L 65,8%+14,83.
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Fig 5. Namero de células espermaticas de Poecilia reticulata em cada tipo de
classificagdo morfoldgica de dano (normal, danos primarios e secundarios)
nos tratamentos de HBG (0, 50 e 100ug/L; ANOVA two-way). Colunas indicam
a média e barras indicam o desvio padrao. Diferencas estatisticas (p<0,05) sdo

indicadas com barras horizontais (teste de Tukey). N=5.
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Fig 6: Principais anormalidades encontradas em células esperméticas de Poecilia reticulata. Os acrénimos significam: Norm:
Normal; Cds: cauda solta; Enr: cauda enrolada; C¢S: cabeca solta; Qjcb: cauda quebrada préxima a cabecga; Cur: cauda curta; Qint:
cauda quebrada parte intermediaria; Macf: Macrocefalia; Micf: Microcefalia; Dob: cauda dobrada.
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4.2.3 Machos evitam fémeas expostas ao HBG e despendem
menor esforgo reprodutivo com elas?

As fémeas nao diferiram em tamanho tanto no experimento escolha
dicotdomica (Kruskall-Wallis x2= 17.261, df=15, p=0,3035), nem no experimento de
esforco reprodutivo do macho (Kruskall-Wallis x*>= 13.279, df=14, p=0,5047).
Quanto ao teste de escolha dicotdmica, para verificar se machos evitam fémeas
expostas, o efeito aleatorio do modelo que considera a dupla de machos nao foi
significativo (AIC modelo fixo= 482,7879; AIC modelo aleatorio= 487,6659, df=3,
Loglikelihood ratio= 1,1220, p=0,7718). Nesse caso, consideramos apenas 0O
modelo fixo ou ANOVA one-way. Nesse modelo, machos ndo tendem a passar mais
tempo proximo a fémeas ndo expostas do que com fémeas expostas, tanto em
concentracdes de 50 pg/L como de 100 pg/L (F=0,4946, df= 36, p=0,4864). Sendo

assim, concluimos que o glifosato ndo afeta a proximidade de machos com fémeas.

Quanto ao numero de displays dos macho para fémeas, o modelo aleatério
foi 0 melhor modelo (AIC modelo fixo= 230.9397, AIC modelo aleatorio= 210.5384,
Loglikelihood ratio = 26.4013, p=0,0001). Nesse caso, a exposicdo de fémeas ao
HBG afetou o quanto os machos exibem o comportamento sexual sigmadide para
as fémeas, de forma que machos exibiram, em 10 minutos, cerca de 2 vezes mais
para fémeas do grupo controle que para fémeas do grupo 50 ug/L (t=-2,6548, df=
39, p=0,0114), e cerca de trés vezes mais que para fémeas do grupo 100 ug/L (t=-
4.2115, df= 39, p=0,0004). Machos também se exibem mais para fémeas do grupo
50 pg/L do que para fémeas do grupo 100 pg/L (t=2,311 df= 38, p=0,02633). (Fig
7).

O modelo aleatério também foi mais explicativo quanto ao numero de
tentativa de copula dos machos (AIC modelo fixo= 210,6356, AIC modelo
aleat6rio=207,8210, Loglikelihood ratio= 8,8146, p=0,0319). Machos tentaram
copular 3.55 vezes com fémeas do grupo controle em 10 minutos, enquanto com
fémeas do grupo 50 ug/L, tentaram copular 1,2 vezes e 0,1 vezes com fémeas do
grupo 100 pg/L. Os mesmos tentam copular mais com fémeas do grupo controle e
50 pg/L (t=-1.9090, df=39, p= 0,0636) do que com fémeas do grupo 100 pg/L (t=-
5,4852, df=39, p=0 ao comparar com o grupo controle e t=2,383, df=38, p=0,0223

ao comparar com o grupo 50 pg/L; Fig 8).
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Ja no tempo que o macho se direciona para a fémea, o modelo misto com o
intercepto aleatorio e o tratamento como efeito fixo, foi 0 melhor modelo encontrado
(AIC intercepto aleatério= 533,9503, AIC coeficiente angular aleatério= 539.2420,
AIC modelo fixo= 544,5243. loglikelihood ratio= 17,2823 , p=0,0083). Nesse
modelo, o HBG nao afetou o tempo que machos ficaram direcionados para fémeas
expostas em concentracdo de 50 pg/L (t=-0,4980, df=39, p=0,6213) nem para
fémeas do grupo 100 pg/L (t=-1,5259, df=39, p=0,1351).
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Fig 7. Numero de exibicdes sigmdides de machos para fémeas expostas aos
tratamentos de HBG. Colunas representam a média e barras o desvio padrao.
Diferencas estatisticas (p<0,05) sdo indicadas por barras horizontais (teste de

Tukey). N= 20 no controle e N=10 nos tratamentos de HBG.
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Fig 8. NUmero de tentativa de cOpula de machos com fémeas expostas aos
tratamentos de HBG. Colunas respresentam a média e barras o desvio padrao.
Diferencas estatisticas (p<0,05) sao indicadas por barras horizontais (teste de

Tukey). N= 20 no controle e N=10 nos tratamentos de HBG.

5 Discussao

O HBG néo fez com que fémeas evitassem machos expostos ao glifosato
como também ndo afetou a escolha da fémea pelo macho mais atraente. Apesar
disso, o HBG afetou a receptividade da fémea. O comportamento sexual de fémeas
de P. reticulata e, sua receptividade para cOpula, € influenciada por horménios
sexuais, como hormdnios hipofisarios (FSH e LH; LILEY, 1968) e esteroides
(LILEY, 1972; LILEY e DONALDSON, 1969), de modo que a receptividade da
fémea aumenta com o aumento na concentracdo de estrogénio e da producao de
FSH e LH. Uma enzima importante na producdo de parte de esteroides é a
citocromo P450-aromatase, responsavel pela conversao de andrégenos como a
testosterona em esteroides, como o 17B-estradiol. A producdo desse hormonio
ocorre nos ovarios através do estimulo de hormdnios hipofisarios (FSH e LH) nas
células da camada teca que produzem testosterona. A testosterona, por sua vez, €
convertida em 17B-estradiol através da aromatase nas células da camada
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granulosa (NAGAHAMA, 1987). Essa enzima esta presente em gobnadas e
abundantes em cérebros de teledsteos, sendo de 100 a 1000 vezes mais ativos do
que em cérebros de mamiferos (GELINAS e CALLARD, 1997). A Fig 9 ilustra o
processo de conversdo de androgenos em esteroides.

BENACHOUR et al (2007) observaram reducado da atividade da aromatase
em células embrionarias humanas tratadas com baixas concentra¢ges de HBG (12
ng/L), prejudicando a conversdo de androgenos em esteroides. Até onde sabemos,
a acdo do HBG na aromatase em peixes ainda nao foi estudada, porém, espera-se
que o HBG tenha efeitos bastante semelhantes em peixes, tendo em vista que
perfis hormonais de esteroides sdo afetados pelo pesticida (SOSO et al. 2007).
Portanto, fémeas tratadas com HBG provavelmente tém uma menor conversao de
androgenos em esteroides, afetando o comportamento reprodutivo e, mais

especificamente, a receptividade para a copula.

methyl group 0,_.H o— H
oxidation CHj3 CH,3
\ aromatase
—)..
-HCO,H
H
o) ~o
testosterone estradiol

Fig 9. Converséo de testosterona em estradiol através da enzima aromatase,
onde o grupo metil é removido do anel “A”, convertendo-o em um anel
aromatico. Fonte: FISHER et al. 2003.

Quanto ao fato de fémeas expostas ao HBG despenderem tanto tempo
préximas ao macho mais atraente quanto fémeas do grupo controle pode ser
explicado por dois fatores. (1) Provavelmente a enzima acetilcolinesterase néo foi
afetada nas concentracdes utilizadas, tendo em vista que comportamento de corte
de machos também néao foi. Estudos que relatam o comprometimento da atividade
da acetilcolinesterase utilizaram concentracdes de 0 a 16M (ou 0 a 2,7 g/L) em
moluscos (SANDRINI et al. 2013), 0 a 20 mg/L em Leporinus obtusidens
(GLUSCZAK et al. 2006) e 10mg/L e 15 mg/L em Colossoma macropomum (BRAZ-
MOTA, et al. 2015), sendo essas bem maiores do que as utilizadas nesse estudo.
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Portanto, a capacidade de andlise de parceiro das fémeas nao foi afetada. (2)
Apesar de a ndo-preferéncia pelo macho 2 (menos atraente) ser estatisticamente
significante, € esperado que haja uma grande variacdo na preferéncia sexual,
culminando em alta variabilidade nos dados de tempo préximo a cada macho,

dificultando a determinacédo de padrdes.

Esperdvamos que fémeas evitassem machos expostos ao glifosato por dois
principais motivos: (1) a provavel incapacidade de exibicao de cérte devido a acao
do HBG na acetilcolinesterase e (2) pelo fato de peixes evitarem locais com
glifosato (FOLMAR 1976; HILDEBRAND et al, 1982) identificados, provavelmente,
pelo odor. Sendo assim, o odor de HBG remanescente no corpo de machos poderia
causar repulsa em fémeas. Constatamos, no entanto, que fémeas néo evitam o0s
machos expostos ao HBG por trés motivos: (1) o comportamento reprodutivo de
machos nao ter sido afetado pelo HBG, (2) a concentracdo de HBG no corpo dos
machos provavelmente ser muito baixa, insuficiente para a deteccdo do mesmo
pelas fémeas ou (3) devido ao fato de baixas concentracdes de HBG nao causar
repulsa em peixes (MORGAN et al. 1991).

Machos também nédo evitam fémeas expostas ao glifosato e nem dedicam
menor tempo direcionados a elas, mas afeta a motivagdo dos machos a se exibirem
e a tentarem a copula. Esse resultado indica que machos continuam tendo atracao
por fémeas expostas ao HBG, de modo que despende a mesma quantidade de
tempo para fémeas controle e fémeas expostas ao HBG e passa a mesma
quantidade de tempo direcionados a elas. No entanto, o fato de exibirem o
comportamento de cérte e tentativa de cdpula em menor frequéncia evidencia certa
rejeicdo dos machos a essas fémeas. Provavelmente, isso ocorre devido as fémeas
estarem menos receptivas, como observamos no experimento 3.3.1.3. Machos
devem perceber a menor receptividade das fémeas por meio da auséncia dos
comportamentos tipicos de aceite de cépula da fémea, assim como pelo odor.
Como exposto anteriormente, o HBG afeta a atividade da enzima aromatase,
prejudicando a conversdo de testosterona em estradiol. Esse excesso de
testosterona, que diminui a receptividade das fémeas, também pode sinalizar
quimicamente para 0 macho a alta concentragdo de testosterona em fémeas
(STACEY e SORENSEN, 1991), e, portanto, a baixa receptividade e baixa
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fecundidade (LILEY e DONALDOSON, 1969; LILEY, 1972; PARTRIDGE et al.
1976; COLOMBO et al. 1982; LILEY, 1982; MEYER e LILEY, 1982).

O HBG néo alterou o comportamento reprodutivo de machos de P. reticulata
apos a exposicao por 48 horas. HUED et al. (2012) relatam reducao do niumero de
copula e sucesso reprodutivo de Jenysia multidentata expostos por 7 e 28 dias a
500ug/L, apesar de ndo ocorrer mudancas no numero de perseguicfes a fémeas e
namero de tentativas de cépula. Portanto, pode-se concluir do estudo de HUED et
al. (2012) que o comportamento reprodutivo de J. multidentata néo foi alterado, e
sim, sua habilidade em conseguir concretizar as copulas. De fato, a habilidade
motora de peixes pode ficar comprometida quando submetidos a herbicidas a base
de glifosato (SOUZA-FILHO et al. 2013b) devido a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (BRAZ-MOTA et al. 2015; GLUSCZAK et al. 2006; SANDRINI
et al. 2013), prejudicando a transmissdo do impulso no sistema nervoso central e
em cadeias musculares. Porém, como dito anteriormente, acreditamos que as
concentragbes que utilizamos foram muito baixas para afetar atividade da
acetilcolinesterase, em comparacdo aos estudos de GLUSCZAK et al. (2006),
HUED et al. (2012), SANDRINI et al. (2013), e BRAZ-MOTA et al. (2015).

Em relacdo as analises de qualidade espermética, apenas o grupo de 50ug/L
possuiu alteracbes na morfologia de espermatozoides, apresentando maior
guantidade de células com patologias priméarias (menos graves) que os demais
grupos. E bastante comum doses intermediérias, tanto de produtos toxicos, como
de farmacos, possuirem maior efeito que doses mais altas. Isso ocorre, na maioria
das vezes, pelo fato de doses altas ativarem mecanismos fisiolégicos que doses
intermediarias ndo ativam ou ativam com menor intensidade. Em peixes, sabe-se
que HBG’s promovem aneurisma lamelar, hiperplasia, elevacdo do epitélio das
branquias, hipertrofia e fusado de lamelas (ANNETT et al. 2014; CHANDRASEKERA
e WEERATUNGA, 2011; HUED et al. 2012; JIRAUNGKOORSKUL et al. 2003).
Essas alteracbes reduzem a superficie de contato das branquias com o meio
aquatico, reduzindo a absorcao de elementos quimicos na agua (ARELLANO et al.
1999), incluindo oxigénio, comprometendo, também, a respiracéo celular. HUED et
al. (2012) indica que gquanto maior a concentragao de glifosato, maior s&o os efeitos

nas branquias. Portanto, doses maiores acarretam em maior isolamento dos peixes
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guanto a seu meio, reduzindo a absor¢cdo do HBG e diminuindo seus efeitos no

metabolismo dos peixes.

Além disso, Alteracbes na morfologia de espermatozoides ocorrem,
normalmente, durante a espermatogénese. No caso de Guppies, a
espermatogénese dura pelo menos 36 dias (BILLARD, 1969). Portanto, os danos
causados pelo herbicida na morfologia dos espermatozoides ocorreram nos
estagios finais da espermatogénese ou em espermatozoides ja formados. Isso
explica a concentracdo espermética ndo ser afetada. Sabe-se que HBG’s alteram
niveis hormonais sexuais como FSH, LH e testosterona (CAVALLI et al. 2013), que
sao importantes para a espermatogénese (SCHULZ e MIURA, 2002). Além disso,
o herbicida pode levar a apoptose celular por meio da ativacdo da caspase 3,
causando ruptura da membrana celular (KIM et al. 2013; LAKHANI et al., 2006).
HEDBERG e WALLIN (2010) encontraram alteracdes morfologicas e integridade
de microtubulos e citoesqueleto em melanéforos. Todos esses fatores podem ter
prejudicado a composicao das caudas de espermatozoides (principal patologia

primaria), comprometendo sua morfologia.

Quanto aos outros parametros espermaticos, ndo encontramos nenhuma
alteracdo nas concentragfes utilizadas. Porém, HARAYASHIKI et al. (2013)
encontraram efeitos na integridade da membrana de espermatozoides de Poecilia
vivipara quando expostos ao Roundup® por 96 horas em concentragdes a partir de
130pg/L. Além da integridade da membrana, também encontraram reduzida
motilidade quando expostos a 700ug/L do herbicida. A atividade mitocondrial
também estava reduzida, o que deve ter contribuido para a reducdo da motilidade.
Como ndo utilizamos concentracdes altas devido as mortes a partir de 150ug/L,
esses efeitos ndo foram observados. E possivel que, com o aumento da
concentracdo, ocorra prejuizos a viabilidade e motilidade em P. reticulata, caso o
individuo sobreviva a essa concentracao. Apesar disso, um estudo prévio de nosso
grupo de pesquisa (dados ainda nao publicados) identificou que concentracdes tdo
baixas quanto as utilizadas nesse estudo foram suficientes para causar a morte de
100% de células espermaticas de Astyanax altiparanae ao entrarem em contato

direto com HBG, ja que essa espécie possui fecundacao externa.
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O valor do CL50, 48H de herbicidas a base de glifosato varia bastante de
espécie para espécie de teledsteos, indo desde 1000ug/L a 9750ug/L (NWANI et
al. 2013; ANNETT et al. 2014). O CL50, 48H calculado para P. reticulata foi de
316pug/L de equivalente de glifosato, com mortalidade de peixes ainda com
150pg/L. Comparativamente, esse valor € baixo, inclusive em se tratando de P.
reticulata. CHANDRASEKERA e WEERATUNGA (2011) encontraram um CL50,
48H(96h) de 976ug/L, trabalhando com filhotes de P. reticulata, utilizando um
produto com maior concentracdo de glifosato (360gL™* contra 143g/L usado nesse
trabalho). Ja para individuos adultos, SADEGHI e HEDAYATI (2014) encontraram
o valor de 12640ug/L para uma formulacdo comercial contendo 41% de glifosato.
SOUZA-FILHO et al. (2013b) encontraram um CL50, 48H (48hs) para P. reticulata
de 6,5 pL/L de Roundup® Transorb, que é equivalente a 4212ug/L. Essa grande
diferenca de valores de CL50, 48H se deve, provavelmente, a proporcédo de
surfactante ser menor em uma formulagdo com maior proporcéo de glifosato, pois
o surfactante polioxietileno amina (POEA) é considerado mais toxico para animais
que o préprio glifosato (BRINGOLF et al. 2007; FOLMAR et al. 1979; PEREIRA et
al. 2009). Além disso, o CL50, 48H pode variar conforme o lote de individuos a ser
utilizados, segundo a norma da ABNT NBR 15088.

Apesar da legislagdo tanto brasileira, quanto de demais paises
estabelecerem um limite de concentracdo de glifosato em corpos d'agua,
concentracfes bem mais altas do limite podem ser encontrados, como revisto por
ANNETT et al. (2014). Mesmo que as concentracdes se limitassem ao que é
estabelecido pela lei, mostramos que a assembleia de peixes ndo esta livre de
efeitos deletérios de HBG’s, comprometendo a receptividade das fémeas, o
comportamento de machos com essas fémeas e a qualidade espermatica. Faz-se
necessario, portanto, a revisdo da legislacdo ambiental baseada em estudos
cientificos que considerem ndo apenas a mortalidade, mas também o bem-estar
dos organismos aquaticos e sua capacidade reprodutiva, envolvendo tanto

aspectos fisiolégicos como comportamentais.

Estudos toxicologicos também devem ser repensados. A toxicologia ainda
se limita muito ao tratar apenas aspectos como mortalidade ou alteracbes

histologicas com danos claros a tecidos organicos como ferramenta de analise.
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Estudos de efeitos comportamentais de contaminantes, considerando toda a
fisiologia envolvida pode ser bastante Gtil como ferramenta de analise dos impactos
desses quimicos em comunidades. Além disso, 0 desenvolvimento de
bioindicadores comportamentais provenientes desses estudos podem ser de mais

facil diagnéstico que analises laboratoriais de tecidos ou anéalise quimica da agua.

Em nosso estudo, mostramos pela primeira vez que HBG’s promovem
alteracOes reprodutivas comportamentais de P. reticulata, em concentracdes
baixas permitidas por legislacdo ambiental das américas (Brasil, EUA e Canada).
Tais alteracbes sédo capazes de comprometer a reproducdo dos individuos,
alterando a receptividade de fémeas, o interesse de machos por fémeas expostas
a essas concentracdes de HBG e a qualidade espermatica. No caso de Guppies,
que se reproduzem constantemente, o efeito de HBG é amenizado. Porém, em
diversas espécies de peixes, como os Salmonideos, HBG’s podem ter efeitos
devastadores ja que esses peixes possuem apenas uma chance reprodutiva

durante a vida e podem n&o conseguir se reproduzir.
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7 Anexo |

RESULTADO DE ANALISE TOXICOLOGICA N2 176/2014

‘JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Botucatu

CEeATeX

ANALISES: Determinacéo de Metais (Pb,As,Mn,Hg,Cr,Cu, Cd) e Inseticidas (Organofosforados,
Organoclorados e Piretréides).

DADQOS DO SOLICITANTE: Profa. Dra. Percilia Giaquinto.

AMOSTRA(S) ANALISADA(S): Agua lagoa/lageado

TECNICA DE IDENTIFICACAO: Espectrofotometria por absor¢io atdmica para metais e Cromatografia
em fase gasosa (CG) e liquida (HPLC) para inseticidas.

RESULTADOS:
%ais Chumbo Arsénio Mercurio | Crébmio | Cadmio | Manganés | Cobre
Material
Agua < 0,05 ppm < 0,6 ppm <0,001 ppm | <0,05 <0,01 <0,02 <0,02
Lageado ppm ppm ppm ppm
Inseticidas | Organoclorados | Organofosforados | Piretroides
Material
Agua Aldrin Coumafos Cipermetrina
Lageado < 1,0 ppb < 10,0 ppb < 10,0 ppb
Agua DDD Diazinon Aletrina
Lageado < 1,0 ppb < 10,0 ppb < 10,0 ppb
Agua DDT DDVP Deltametrina
Lageado < 1,0 ppb < 10,0 ppb < 10,0 ppb
Agua DDE Dimetoato Cialotrina
Lageado < 1,0 ppb < 10,0 ppb < 10,0 ppb
Agua Dieldrin Etion Ciflutrina
Lageado < 1,0ppb < 10,0 ppb < 10,0 ppb
Agua Endossulfam Fention Fenvarelato
Lageado I < 10ppb < 10,0 ppb < 10,0 ppb
Agua Endrin Fosdrim Permetrina
Lageado < 1,0 ppb < 10,0 ppb < 10,0 ppb
Agua Heptacloro Malation Tetrametrina
Lageado < 1,0 ppb < 10,0 ppb < 10,0 ppb
Agua Heptacloro Metil Paration L-Cialotrina
Lageado epoxido < 10,0 ppb < 10,0 ppb
< 1,0 ppb
Agua Endossulfam Flumetrina
Lageado 11 < 10ppb < 10,0 ppb

OBS: “<” nio detectado = Limite de detec¢do da técnica: em parte por milhdo = ppm e parte por bilhdo = ppb
Botucatu 21 de setembro de 2015.
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8 Anexo Il

Tabela de resultados do experimento de concentracdo média letal evidenciando o nimero de
mortes em cada tratamento de equivalente de glifosato ao longo das 48 horas de exposicao.

Tempo (h) Controle 100 pg/L 1000 ug/L 10000 pg/L 100000 ug/L 300000 ug/L

0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 10 10 10 10
48 0 0 10 10 10 10
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