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1. INTRODUCAO

O Roundup® é o principal herbicida utilizado a base de glifosato. Os
surfactantes presentes em sua composicdo sao de interesse para 0 controle de
sementes de plantas daninhas aquaticas (LUSHCHAK et al., 2009). Dessa forma, o
Roundup® é ampla e tradicionalmente utilizado na orizicultura da regido sul do Rio
Grande do Sul. Mais recentemente, com a insercdo da sojicultora na regido, a
utilizacdo do glifosato tem aumentado significativamente a cada ano. Todavia, 0
herbicida, altamente solivel em agua, néo fica restrito as lavouras e acaba por ser
lixiviado para corpos d’agua vizinhos e diluido em ambientes naturais (SALBEGO et
al., 2010). No passado acreditava-se que os herbicidas a base de glifosato ndo eram
toxicos aos animais, visto que esses organismos nao possuem a via metabdlica do
shiguimato, onde atua o principio ativo das formulacdes comerciais (WHO, 1994).
Porém, diversos estudos ja mostraram nos Ultimos anos os efeitos toxicos dos
herbicidas baseados em glifosato em animais, principalmente quando expostos por
longos periodos (LUSHCHAK et al., 2009). Tais herbicidas ja foram relatados como
toxicos para diversas espécies de organismos aquaticos (PAGANELLI et al., 2010;
ROY et al.,, 2016), inclusive para humanos (GASNIER et al., 2009). Atualmente
poucos estudos avaliando a toxicidade de herbicidas a base de glifosato em
espécies tipicamente distribuidas no extremo sul do Brasil tém sido realizados.

Uma das espécies animais silvestres que € rotineiramente exposta ao
Roundup® oriundo da lixiviagédo agricola no sul do Brasil é Odontesthes humensis. A
espécie ocorre com frequéncia no sul da América do Sul. Nessa regido, tem
importancia pela pesca esportiva e comercializagdo da carne. Sua utilizagdo como
modelo para estudos toxicoldgicos € interessante devido a sua alta exigéncia por
qualidade de agua. Por isso, se destaca como potencial bioindicador da qualidade
da agua ambiental no entorno de lavouras.

A fim de se avaliar o estresse sofrido pelos animais expostos a diferentes
contaminantes, a mensuracdo da expressao de genes envolvidos em respostas ao
estresse oxidativo € uma ferramenta valiosa. Dentre 0s genes mais utilizados como
biomarcador estd o gene da catalase. A catalase € uma enzima antioxidante
presente em praticamente todos vertebrados e tem como principal fungéo catalisar a
decomposicdo peroxido de hidrogénio, um agente oxidante nocivo produzido em
condicOes bioldgicas de estresse. O peréxido de hidrogénio tem de ser rapidamente
convertido em uma espécie quimica que seja inécua ao organismo, devido ao fato
do mesmo ser altamente toxico as células.

Assim, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos genotoxicos do
herbicida Roundup® sobre a expressado génica da enzima catalase em O. humensis.
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2. METODOLOGIA

A coleta de tecidos de peixe-rei foi realizada no municipio de Arroio Grande
(RS), no Laboratério de Piscicultura na Barragem do Chasqueiro - UFPel. Os
animais utilizados no estudo foram mantidos em tanques de 1000L, sendo
alimentados trés vezes ao dia, com controle da qualidade da agua. Os peixes foram
anestesiados com benzocaina, na dose de 50mg/L e posteriormente eutanasiados,
através de seccao medular.

A extracdo de RNA foi realizada com reagente TRIzol® a partir dos tecidos
cerebrais coletados. Foram coletadas amostras de animais expostos por 9 dias a
2mg/L, a 4mg/L e a 8mg/L de glifosato e amostras controle (Omg/L de glifosato). A
seguir ocorreu a medicdo de concentracdo e pureza das amostras de RNA através
de espectrofotometria, para posterior confeccdo do DNA complementar (CDNA)
através do kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems, EUA).

Primers foram desenhados com o auxilio da ferramenta online PriFi (http://cgi-
www.daimi.au.dk/cgi-chili/PriFi/main), tendo como base a andlise de alinhamentos
de sequéncias génicas da Catalase de outros organismos, jA depositadas no
GenBank.

Para a amplificacdo do gene, foi utilizado como template o cDNA
confeccionado. Foram realizadas reacdes de PCR com gradiente de temperatura na
etapa de anelamento dos primers, variando de 50,2°C a 60°C. A confirmacao da
amplificacdo se deu através de eletroforese em gel de agarose 1,2%, seguida da
purificagcdo do produto, utilizando colunas com membrana de silica para lavagem e
precipitacdo, sendo o mesmo eluido com agua estéril livre de enzimas DNase e
RNase. O produto purificado foi posteriormente sequenciado através do método de
Sanger automatizado, no Laboratério de Gendmica Estrutural do CDTec - UFPel.

Apos, foi realizado o alinhamento das sequéncias obtidas no sequenciamento,
com o auxilio da ferramenta Contigexpress (Vector NTI Software, Thermo Fisher
Scientific, EUA), obtendo-se, assim, uma sequéncia consenso do gene, a qual foi
utilizada como base para o desenho de primers especificos para analise de
expressao génica.

A expressao relativa do gene da catalase foi avaliada por meio de reacdes de
PCR em tempo real (RT-gPCR) no equipamento Agilent Mx3005P
(Agilent Technologies, RU), utilizando o método matematico 224, o gene
normalizador utilizado foi o da B-Actina.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste estatistico de Kruskal-Wallis,
seguido do teste post hoc de Dunns. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
As analises estatisticas foram realizadas usando o pacote estatistico Statistix 8.0.

Todos os procedimentos descritos acima foram aprovados pelo Conselho de
Etica em Experimentacdo animal da UFPel, sob o n° de processo 7018/2015-85.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o auxilio da ferramenta PriFi, foi obtido um par de primers senso e
antisenso com 19 e 20 nucleotideos, respectivamente.

A partir das reacdes de PCR e da visualizacdo em gel de agarose 1,2%, foi
possivel definir uma temperatura 6tima de anelamento dos primers de 55,2°C. Ap0s
0 sequenciamento, obteve-se uma sequéncia consenso, a qual revelou 89% de
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identidade com o gene da catalase de Oplegnathus fasciatus. O fragmento
sequenciado foi depositado no GenBank sob o nimero de acesso KX184718.

Como demonstrado na Figura 1, os resultados do PCR em tempo real (RT-
gPCR) revelaram que a expresséo génica da catalase nao variou de acordo com as
concentracbes utilizadas neste estudo, quando comparadas ao controle sem
exposicdo ao Roundup® (p>0,05).

O estudo de Velasques et al. (2016) avaliando a expressao génica e a atividade
enzimatica da catalase no figado e em tecidos branquiais de zebrafishes (Danio
rerio) expostos a 5 e 10mg/L de Roundup® por periodos de 24, 48, 72 e 96h, revelou
que a expressao génica da catalase também nao demonstrou diferenca significativa.
Da mesma forma, Lushchak et al. (2009), avaliando a atividade enzimatica da
catalase em tecido encefélico de goldfishes (Carassius auratus) expostos a 2,5, 5,
10 e 20mg/L de Roundup® por 96h, ndo encontraram diferencas entre o grupo
controle e os grupos expostos as diferentes concentragdes do herbicida.

Dentre os 6rgaos afetados pela toxicidade de herbicidas a base de glifosato em
peixes, o figado se mostra o mais sensivel e o mais afetado negativamente, e o
cérebro se mostra mais resistente (LUSHCHAK et al.,, 2009). Dentre os 6rgédos
avaliados por MODESTO E MARTINEZ (2010), o figado se mostrou mais sensivel,
de fato. Seguindo essa méxima, a falta de resposta do tecido encefalico de O.
humensis quanto aos niveis de expressdo do gene da catalase sugere que o
encéfalo de O. humensis é relativamente bem protegido contra a intoxicagdo por
Roundup®.

Até o momento, nenhum estudo avaliando a toxicologia do herbicida Roundup®
sobre a expressao génica da Catalase havia sido realizado em nenhuma espécie de
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Figura 1. Expresséo relativa do gene da catalase de espécimes de Odontesthes
humensis submetidos a 0, 2, 4 e 8 mg/L de glifosato por 9 dias. Valores expressos
como média * erro médio padréao.

4. CONCLUSOES

O presente estudo fundamentou a hipotese de que o encéfalo de organismos
aquaticos expostos ao herbicida Roundup®, podem ndo apresentar alteracdes na
expressdo do gene da catalase em decorréncia do estresse oxidativo. Todavia, iSSoO
ndo significa afirmar que o herbicida ndo é toxico para O. humensis, visto que
apenas um gene de apenas um orgdo foi avaliado. Mais avaliacdes estdo sendo
realizadas por nosso grupo de pesquisa a fim de esclarecer as respostas de O.
humensis a exposi¢do ao Roundup®.
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