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RESUMO: O Roundup® tem o principio ativo o composto quimico glifosato, sendo atualmente o
agrotoxico mais usado e vendido na agricultura mundial. O trabalho teve o objetivo de mostrar 0s
efeitos do Roundup® sobre o metabolismo energético durante a embriogénese do peixe zebra (Danio
rerio). O teste toxicidade dos embrides (FET) foi realizado durante 96 hpf, onde foram definidas as
concentragdes sub-letais do Roundup®, logo apos, foram realizadas as dosagem bioquimicas. Pelos
resultados observados constatou-se que a CLso (concentracdo que mata 50% dos embribes) para
Roundup® nas condicbes aplicadas nesse experimento é de 25 mg/L. Foi apurada a alteracdo
morfolégica em embribes vidveis apbés o FET na bexiga natatéria do embrido. Os resultados
bioquimicos com as dosagens de proteinas totais, glicose ndo mostraram efeitos significativos.
Contudo, a dosagem da atividade da enzima hexoquinase apresentou diferenca significativa nos
embriBes submetidos a concentracdo de 5 mg/L e 15 mg/L quando comparados ao grupo controle. E
os dockings moleculares das enzimas glucoquinase, hexoquinases | e Il com o ligante glifosato
apresentaram interacdes significativas, podendo assim, corroborar com este resultado encontrado no
experimento bioquimico na atividade enzimatica da hexoquinase.
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THE EFFECTS OF ROUNDUP® IN THE EMBRYO DEVELOPMENT AND ENERGY
METABOLISM OF THE ZEBRA FISH (Danio rerio)

ABSTRACT: Roundup® has the chemical compound glyphosate as its active ingredient and is
currently the most widely used agrochemical in agriculture worldwide. The objective of this work was
to show the effects of Roundup® on energetic metabolism during embryogenesis (Danio rerio).
Embryo toxicity test (FET) was performed during 96 hpf, where the sub-lethal concentrations of
Roundup® were defined, after which the biochemical dosages were performed. From the results
observed, the LCsy (concentration that Kills 50% of the embryos) for Roundup® under the conditions
applied in this experiment is 25 mg/L. The morphological alteration was verified in viable embryos
after FET in the embryo swimming bladder. Biochemical results with total protein, glucose showed no
significant effects. However, the dosage of the hexokinase enzyme activity showed a significant
difference in embryos submitted to a concentration of 5 mg/L and 15 mg/L when compared to the
control group. And the molecular dockings of the enzymes glucoquinase, hexokinases | and 11 with the
glyphosate ligand presented significant interactions, being able to corroborate with this result found in
the biochemical experiment in the enzymatic activity of hexokinase.
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INTRODUCAO

O glifosato [N-(Fosfonometil) glicina] corresponde em torno de 10% das vendas globais de
herbicidas e esta presente em 150 marcas comerciais. O glifosato é uma das moléculas mais eficientes
ja introduzidas no mercado para controle de plantas daninhas e, no Brasil, tem acdo comprovada sobre
cerca de 150 espécies de plantas indesejaveis as lavouras, sendo utilizado em é&reas agricolas,
industriais, florestais e residenciais (Bervald et al., 2010; Ahsan et al., 2008).

A contaminagdo do meio aquético por agrotdxicos ocorre com frequéncia através do processo
de carreamento do solo contaminado, lixiviagdo, pela lavagem dos equipamentos de pulverizacdo ou
ainda por derivacdo no ar quando aplicado por avides agricolas (Ferraro, 2004). Os peixes podem
entrar em contato com moléculas nocivas presentes no ambiente aquatico por quatro vias: alimentacao,
ingestdo de agua, pela pele e/ou através das branquias (Heath, 1995). Portanto, sendo organismos
indicadores interessantes por serem capazes de demonstrar a sua propria situacéo toxicoldgica e a de
outros organismos, por encontrarem-se no topo da cadeia alimentar (Silva, 2007).

Este estudo teve o objetivo de mostrar os efeitos do Roundup® sobre o metabolismo
energético durante a embriogénese do peixe zebra (Danio rerio), através do teste toxicidade dos
embrides (FET) que foi realizado durante 96 hpf nas fases embrionarias do embrido, logo foram
definidas as concentracdes sub-letais do Roundup® e realizadas as dosagem bioquimicas com as
dosagens dos principais metabolitos do metabolismo energético.

MATERIAL E METODOS

A manutencdo do peixe em um plantel com idade entre 6 e 24 meses que serd usado para
producdo de ovos. Os reprodutores ndo podem ter sido tratados com qualquer método farmacéutico
por 6 meses antes da desova. A oxigenagdo foi mantida em valores >6mg/L. O pH foi verificado
constantemente com o objetivo de manté-lo sempre proximo a 7.0. A temperatura foi mantida em 28°
+1 e o ciclo de luz 14/10h. (Westerfield, 1995; Lammer et al., 2009).

Inicio do teste de toxicidade do embrido de peixe (FET) comeca no dia antes do teste, 0s
machos e fémeas sdo colocados em camaras de reproducdo imediatamente antes do inicio da
escuriddao. Ap6s 30-60 minutos da desova, os tanques de reprodugdo eram removidos para retirada dos
ovos e transferidos para uma incubadora BOD com temperatura controlada. (Lammer et al., 2009;
Selderslaghs et al., 2009). Apds a fertilizacdo, os embrides sdo selecionados aleatoriamente seguindo o
modelo proposto por Lammer et al. (2009). Quatro pogos de uma placa de vinte e quatro pogos foram
designados para cada nivel de concentragdo de 1,5 mg/L, 5 mg/L, 15 mg/L e 25 mg/L de glifosato no
Roundup Original® (Monsanto do Brasil Ltda) e o controle com 20 embrides cada. As placas foram
incubadas a 28° C + 1,0°C.

Ao término do FET ap6s as 96 horas de exposicao dos embrides ao agrotoxico, os embribes
foram colocados em solugdo Tris-HCI 10 mM a pH 7,4, logo apos levados ao Sonicador Unique
desruptor ultra-sénico em poténcia 99 por 30 segundos, centrifugados a 10.000 rpm (RotacGes por
minuto) em 4°C durante 5 minutos na Centrifuga Universal 320R Zentrifugen e, finalmente foi
separado o sobrenadante para experimentos bioquimicos e o precipitado descartado.

Os estudos de docking molecular foram desenvolvidos partindo-se de trés estruturas:
Zfishglucok (Enzima Glucoquinase d Zebra Fish), ZfishHK1 (Enzima Hexoquinase | do Zebra Fish),
ZfishHK2 (Enzima Hexoquinase 11 do Zebra Fish) e um ligante, o glifosato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de mortalidade foi dose-dependente, sendo a primeira concentragcdo de 1,5 mg/L com
taxa de 7% aumentando gradativamente até a concentracdo de 60 mg/L e 150 mg/L com ambas
apresentando 100% de mortalidade. O controle apresentou uma taxa de 2% de mortalidade (figura 1).
Pelos resultados observados estipulou-se que a CLso (concentracdo que mata 50% dos embrides) para
Roundup® nas condiges aplicadas nesse experimento é de 25 mg/L. O teste estatistico de tukey
mostrou que existem diferencas nas concentra¢des de 150 mg/L, 60 mg/L, 30 mg/L, 25 mg/L, 15
mg/L, 5 mg/L quando comparadas com o Controle. Este valor da CLso é equivalente a 14.400 vezes
menor do que em relacdo a concentracdo de 360 g/L de glifosato na formulacdo comercial do Roundup
Original® que € aplicada no campo, uma vez que na prescricdo do Roundup® recomenda-se a dilui¢do
de 1 litro/hectare para culturas de gramineas. De acordo com a WORLD HEALTH ORGANIZATION



(1994) o valor da CL50-96 horas para o glifosato varia entre 2 a 55 mg.L™, sendo esta variacdo
atribuida as diferentes espécies de peixes e as condicdes dos testes.

Figura 1. Taxa de mortalidade de embriGes de peixe zebra frente a diferentes concentracGes de
glifosato no Roundup® no teste de toxicidade aguda em 96 horas.
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Apbs os testes de toxicidade os embriGes viaveis que foram submetidos a diferentes
concentragdes de Roundup® por um periodo de 96 horas pos-fertilizagcdo (hpf) apresentaram
alteracfes morfolégicas sendo fotografados na Lupa Leica M205 FA para observacdo dos efeitos.
Conforme imagens (figura 2A) foi observado que o controle apresentou a bexiga natatoria inflada
normalmente (A), enquanto que nas concentrages de 5 mg/L (B), 15 mg/L (C) e 25 mg/L (D) os
peixes apresentaram dificuldade ao inflar a bexiga natatéria. Uma vez o ensaio iniciado, também foi
registrado no periodo de 96 hpf a alteracdo morfolégica ocorrida no desenvolvimento embrionario
(Figura 2B). No controle observamos que todos os embrifes estavam inflando a bexiga natatéria
corretamente. Na concentracdo de 5 mg/L, 18% dos embrides ndo inflaram a bexiga natatéria. Na
concentragdo de 15 mg/L a mesma alteragéo persistiu com 30% dos embrides afetados. E finalmente a
concentragdo de 25 mg/L indicou uma expressiva porcentagem de 82% dos embriGes com esta
alteracdo de ndo inflarem a bexiga natatoria. A bexiga natatoria do peixe zebra serve como um
dispositivo variavel de flutuabilidade e compartilha semelhangas com a estrutura anatémica do pulméao
(Winata et al., 2009).

Figura 2. (A) Analise da morfologia dos embrides em 96 horas pos-fertilizacdo (hpf) dos embribes de
peixe zebra expostos ao Roundup®. (A) controle negativo (CTRL): O CTRL apresentou bexiga
natatoria inflada (seta vermelha). (B-D) Concentra¢cdes com 5 mg/L (B), 15 mg/L (C) e 25 mg/L (D):
peixes apresentaram dificuldades ao inflar a bexiga natatéria (seta vermelha); (B) Taxa de embrides de
peixe zebra com dificuldades ao inflar a bexiga natatéria em cada concentracdo de Roundup® no
ensaio de 96 hpf.
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Os experimentos bioquimicos foram realizados com os embrifes que sobreviveram apds serem
submetidos ao ensaio FET de 96 hpf. Sendo assim, foram utilizados para os testes metabdlicos o grupo
controle, e aqueles tratados com as concentragdes subletais de 1,5 mg/L, 5 mg/L e 15mg/L e 25mg/L
do Roundup®.

O primeiro teste bioquimico realizado foi a dosagem de proteinas totais dos embrides de peixe
zebra que foram submetidos as diferentes concentracGes de Roundup®. Os resultados entre 0s grupos
avaliados ndo apresentaram diferencas significativas entre as concentracfes de 1,5 mg/L, 5 mg/L, 15
mg/L e 25 mg/L quando comparados ao controle (figura 3A). Os peixes utilizam as proteinas, também,
como sustento para a elevada taxa de trocas de proteina muscular, que se reflete na elevada atividade
das enzimas envolvidas em processos de descarboxilacdo e transaminacdo de aminoacidos (Moon e
Johnston, 1981).
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O aumento da glicose plasmatica como fonte de energia para a manutencdo da homeostase é
uma resposta muito comum em peixes sob alguma condicao de estresse. Foi observado na figura 3B
gue ndo houve mudancas nos niveis de glicose nos ensaios deste trabalho. A mobilizacdo das reservas
energéticas, por vias enddcrinas, pode ser considerada um mecanismo adaptativo que permite ao
organismo um aumento na demanda energética durante a exposicdo a fatores estressantes (Martinez e
Colus, 2002).

Como marcador metabdlico foi definido medir neste trabalho a atividade da enzima
hexoquinase, responsavel pela introdugdo da glicose no metabolismo energético, sendo a primeira
enzima da via glicolitica e responsavel pela fosforilacdo da glicose que entra nas células. O uso de
valores enzimaticos relativos a atividade da hexoquinase permite estabelecer correlagBes entre o0 uso
da glicose como combustivel metabdlico. Os niveis da atividade enzimética da via glicolitica relativos
a hexoquinase, foram utilizado por Bacila et al. (1989) para comparar o potencial glicolitico da
musculatura cardiaca dos peixes Notothenia coriiceps, N. rossii e Chaenocephalus acearatus. A partir
dos resultados observados no presente trabalho (figura 3C) verificou-se que os niveis de atividade
desta enzima apresentam diferenca significativa nos embrides expostos a concentragdo de Roundup®
de 5 mg/L e 15 mg/L, quando comparados ao grupo controle.

Figura 3. (A) Dosagem de proteinas totais; (B) Dosagem dos niveis de glicose; (C) Atividade
especifica da enzima hexoquinase.
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Nos resultados das interagbes no docking molecular realizados nos modelos Zfishglucok
(figura 4A), ZfishHK1 (figura 4B), ZfishHK2 (figura 4C) com o ligante glifosato, pode-se concluir
que os modelos propostos apresentam interacdes significativas quando comparadas as proteinas molde
da glucoquinase e das hexoquinases | e Il . Fato este, que nos demonstra que os modelos estdo de
acordo com o descrito na literatura. Essas interacOes significativas destes dockings corroboram com o
resultado significativo encontrado no experimento realizado neste trabalho que foi a dosagem da
atividade enzimética da hexoquinase (figura 3C), podendo assim, relatar a importancia da prevencédo
na aplicacdo dos agrotoxicos como o Roundup® (Glifosato) para que ndo ocorra a contaminacéo de
pessoas envolvidas, e acometendo principalmente em um melhor funcionamento da atividade de
enzimas essenciais como a hexoquinase.

Figura 4. (A) Docking Molecular do modelo ZfishGlucok com ligante glifosato e as interagdes com 0s
respectivos residuos. (B) Docking Molecular do modelo ZfishHK1 com ligante glifosato e as
interacbes com os respectivos residuos. (C) Docking Molecular do modelo ZfishHK2 com ligante
glifosato e as interages com os respectivos residuos.
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CONCLUSAO

Esta pesquisa destaca um resultado inédito de CLso da concentracdo de 25 mg/L do agrotdxico
Roundup® (Glifosato) na mortalidade do embrido de peixe zebra. Nos experimentos referentes ao
metabolismo foram testados os niveis de proteinas totais, glicose do peixe-zebra e ndo houve
diferencas significativas nos experimentos. Entretanto, na atividade enzimética da hexoquinase houve
diferencas significativas nos embrides expostos a 5 mg/L e 15 mg/L. E os dockings da glucoquinase,
hexoquinases | e Il com o ligante glifosato apresentaram interagdes significativas, podendo assim,
corroborar com o resultado encontrado no experimento bioguimico na atividade enzimética da
hexoquinase.
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