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1. INTRODUCAO

A poluicdo quimica é reconhecida como um dos principais vetores de perda
de biodiversidade e de degradacdo dos servicos ecossistémicos, impactando
diretamente a saude ambiental. O Brasil, um dos paises mais biodiversos do
planeta, figura entre os maiores consumidores de pesticidas, com destaque para
os herbicidas a base de glifosato (GBHs), amplamente aplicados em monocultivos
e culturas transgénicas resistentes a esse composto (IBAMA, 2023). Entre esses
produtos, o Roundup Transorb® (RDT) se destaca pela formulacdo com surfactante
polioxietileno amina (POEA), que potencializa a penetracdo celular e agrava os
impactos ecotoxicologicos (DE ARAUJO et al., 2023).

Embora o glifosato atue sobre uma enzima especifica das plantas, evidéncias
demonstram que suas formulac6es comerciais podem gerar efeitos adversos em
organismos néo alvo, incluindo peixes nativos de ambientes temporarios. O peixe-
anual Garcialebias charrua, criticamente ameacado e endémico de areas do sul do
Brasil, é particularmente vulneravel devido ao seu ciclo de vida curto e a
dependéncia de eventos reprodutivos bem-sucedidos para a manutencao
populacional (VOLCAN; LANES, 2018). Alteracbes reprodutivas decorrentes da
exposicdo a GBHs ja foram reportadas em diferentes espécies, abrangendo
estresse oxidativo, desregulacdo enddcrina, alteragdes histoldégicas e
comprometimento da fertilidade (GROH et al., 2022; PAGANO et al., 2024).

Nos machos, a reproducéo pode ser afetada tanto pela fisiologia espermatica
guanto pela regulacéo epigenética. A qualidade do sémen é um fator critico para o
sucesso reprodutivo em peixes anuais, especialmente em espécies com janela
reprodutiva restrita. Nesse contexto, andlises computadorizadas como o Computer
Assisted Sperm Analysis (CASA) oferecem parametros objetivos e quantitativos de
motilidade espermatica, periodo de motilidade e viabilidade seminal. Em paralelo,
os microRNAs (miRNAs) emergem como biomarcadores epigenéticos sensiveis,
capazes de regular processos celulares e moleculares fundamentais a
espermatogénese, esteroidogénese e homeostase celular (GEBERT; MACRAE,
2019). A investigacao integrada da fisiologia espermética e da expressao global de
mMiRNAs testiculares em G. charrua permite avancar na compreensdo dos
mecanismos moleculares de toxicidade induzida por herbicidas, além de fornecer
subsidios para estratégias de conservacdo da biodiversidade em ecossistemas
altamente sensiveis, como o bioma Pampa.

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposicdo aguda ao
herbicida RDT em machos de G. charrua, por meio da andlise da qualidade
espermatica via CASA e do perfil global de expressédo de microRNAs testiculares
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por microRNA-Seq, buscando elucidar os mecanismos reprodutivos e epigenéticos
associados a exposicao.

2. METODOLOGIA

2.1 Coleta e aclimatacéo

Foram coletados 54 espécimes de G. charrua (27 machos e 27 fémeas) em
areas umidas temporarias no distrito de Santa Isabel do Sul (Rio Grande, RS). Os
espécimes foram coletados sob a licenca IBAMA/SISBIO N° 71072-4. Apés a
aclimatacdo em laboratoério, os peixes foram distribuidos nos experimentos. Os
procedimentos de experimentacdo e manejo dos animais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPEL
(119/2021/CEUA/REITORIA).

2.2 Experimento 1: Qualidade espermatica

Machos foram expostos por 96 h ao RDT em duas concentracdes: 0,065
mg-L™t (referéncia ambiental segundo CONAMA) e 5 mg-L™ (concentracdo
desafio). A andlise da qualidade espermatica foi realizada por meio de CASA,
avaliando parametros como motilidade, periodo de motilidade e porcentagem de
células moveis.

2.3 Experimento 2: microRNAs testiculares

No segundo ensaio, 0os animais foram expostos a concentracdo de 5 mg-L™
de RDT e amostras testiculares foram submetidas ao sequenciamento de nova
geracdo (NGS) na plataforma lllumina NovaSeg6000, visando identificar perfis de
expressao diferencial de microRNAs.

2.4 Anédlises estatisticas

Os dados foram analisados por ANOVA seguida de teste de Tukey, enquanto
a expressao diferencial de miRNAs foi determinada com DESeq2, considerando
significancia em p < 0,05 e FDR < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A exposicao aguda ao RDT resultou em efeitos adversos sobre a reproducao
de G. charrua (Figura 1). No Experimento 1, a analise por CASA revelou que a
concentracdo mais elevada (5 mg-L™) reduziu significativamente parametros de
qualidade seminal. Esses achados reforcam a vulnerabilidade dos peixes anuais a
contaminantes agricolas, ressaltando a poluicdo quimica como um fator decisivo
para a perda da biodiversidade e degradacdo dos servigos ecossistémicos.

No Experimento 2, a analise NGS revelou um conjunto de microRNAs
testiculares diferencialmente expressos apos a exposi¢cao ao RDT. Esses miRNAs
estdo relacionados a vias biolégicas criticas, incluindo espermatogénese,
esteroidogénese, metabolismo energético e respostas ao estresse celular,
indicando que o herbicida interfere ndo apenas na fisiologia espermatica, mas
também na regulacéo epigenética de processos-chave para a reproducéo.

A identificacdo desses biomarcadores moleculares amplia a compreenséo
sobre os mecanismos de toxicidade do glifosato em peixes anuais, revelando
potenciais impactos populacionais. Alteracbes tanto na qualidade espermética
guanto na regulacdo epigenética sugerem que os efeitos do herbicida podem
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comprometer o sucesso reprodutivo em curto prazo e, em perspectiva ecoldgica,
agravar o risco de extincdo de espécies sensiveis como G. charrua.

Além disso, os resultados obtidos dialogam com a literatura recente em
ecotoxicologia, reforcando que biomarcadores epigenéticos, como 0os mMiRNAs,
representam ferramentas estratégicas para avaliagcdo precoce de danos ambientais
(RAZA et al., 2022).
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Figura 1. Delineamento experimental do estudo

4., CONCLUSOES

O estudo evidencia, de forma inédita, os efeitos reprodutivos e epigenéticos
do RDT em machos de G. charrua. A integracdo entre analises de qualidade
espermética e perfis de microRNAs testiculares representa uma abordagem
inovadora, com potencial para consolidar os miRNAs como biomarcadores-chave
em ecotoxicologia. No contexto da conservacao de peixes-anuais, compreender a
resposta reprodutiva desses peixes frente a contaminacdo quimica é fundamental
para proteger ecossistemas vulneraveis do Pampa, bioma criticamente ameacado
pela expanséao agricola intensiva.
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