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1. INTRODUGAO

Atualmente, nos sistemas de produgao agricola em grandes propriedades
rurais, € comum o uso de estratégias para reduzir as perdas de produtividade,
entre elas, os tratamentos com uso de pesticidas. Dentre esses compostos,
destacam-se os herbicidas a base de glifosato (GBHs), que figuram entre os
defensivos agricolas mais utilizados no mundo para o controle de ervas daninhas.

Entre os produtos disponiveis, destaca-se o Roundup Transorb® (RDT),
um GBH amplamente empregado devido a sua elevada eficacia, atribuida a
presenca do surfactante Polioxietileno amina (POEA) em sua formulagéo, o qual
potencializa a penetracdo do glifosato nos tecidos vegetais (MESNAGE et al.,
2019). Entretanto, estudos recentes tém demonstrado que o RDT pode causar
efeitos deletérios em espécies nao-alvo, especialmente aquelas que habitam
ecossistemas aquaticos. Isso ocorre porque, apesar de ser aplicado em
ambientes terrestres, o produto pode ser lixiviado para corpos d’agua,
promovendo impactos ambientais significativos.

Entre as espécies possivelmente afetadas esta Garcialebias charrua, um
peixe-anual em grau de perigo de extingdo (GROH et al., 2022, Portaria N° 445,
2022). O nome popular da espécie se deve ao seu ciclo de vida curto, ja que esta
espécie costuma viver em charcos temporarios de agua doce. Nessas pogas, 0s
individuos depositam seus ovos, que possuem a capacidade de se manter em
diapausa em periodos de seca, eclodindo quando a agua retorna. Entretanto,
esses ambientes naturais encontram-se cada vez mais ameagados por agdes
antrépicas, uma vez que os charcos temporarios frequentemente se localizam em
areas como banhados urbanos e, principalmente, valas utilizadas para irrigagao
de plantagdes (VOLCAN, 2018).

Sendo assim, diante dos potenciais impactos ambientais associados ao
uso do RDT e da vulnerabilidade da espécie G. charrua, estudos que investiguem
os efeitos desse herbicida sobre organismos nao-alvo sao essenciais para
compreender os riscos ecoldgicos e subsidiar estratégias de conservagao. Nesse
contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da exposi¢cao
ao RDT sobre genes envolvidos na esteroidogénese de G. charrua, por meio da
analise de expressao génica utilizando a técnica de PCR quantitativa (QPCR).
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2. METODOLOGIA

2.1. Coleta dos animais, exposicao e coleta de tecidos

Foram coletados 24 individuos adultos, sendo 12 machos e 12 fémeas, da
espécie G. charrua em charcos temporarios no Distrito de Santa Isabel do Sul,
Rio Grande do Sul, sob licenca de coleta IBAMA/SISBIO 71072. Os peixes foram
levados até o biotério em tanques com agua do ambiente. No biotério os peixes
foram alocados em aquarios maturados de 7 litros com volume util de 4 litros.
Cada aquario contou com um casal, que era mantido separado fisicamente por
uma divisoria. Apdés periodo de aclimatacdo de 10 dias, os animais foram
expostos ao herbicida RDT a 5mg/L durante 96h. Passado este periodo, os
animais foram anestesiados com tricaina e eutanasiados por sec¢do espinhal
para a coleta de ovarios e testiculos. O uso animal, bem como as praticas de
manejo foram aprovadas por comités de ética em experimentagao animal (CEEA
UFPEL 145/2019).

2.2. Extracao de RNA, sintese de cDNA e qPCR

Os tecidos coletados foram submetidos a extragcdo do RNA utilizando o
método classico de TRIzol® Reagent (Invitrogen, USA) seguindo as instrugdes do
fabricante. Em seguida, procedeu-se a sintese do DNA complementar (cDNA)
utilizando kit comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems, USA). As amplificacbes dos genes alvo aromatase (cyp719aia),
receptor de estrogénio (esr2a), hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase (hsd3b1) e
hydroxysteroid dehydrogenase 12a (hsd17b12a) foram realizadas por PCR em
tempo real (gPCR), utilizando o equipamento QuantStudio™ 3 (Applied
Biosystems, EUA) e o reagente GoTag® gPCR Master Mix (Promega, EUA).

As condi¢cdes de amplificacdo foram as seguintes: pré-incubagéo a 95 °C
por 10 min; 40 ciclos de desnaturagao a 95 °C por 15 s, anelagao e extensao a 60
°C por 60 s, e, por fim, a etapa necessaria para calcular a curva de fusdo. O valor
Ct foi determinado pelo numero de ciclos necessarios para atingir o limiar de
fluorescéncia. O método 2-AACT (LIVAK E SCHMITTGEN, 2001) foi empregado,
usando 18 s e efla como genes de referéncia para a normalizagao dos niveis de
expressao de mRNA.

2.3. Analise estatistica

A distribuicdo normal dos dados quantitativos da expresséo génica relativa
foi analisada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. A homogeneidade entre os
grupos foi avaliada por meio do teste F. Em seguida, a diferenca estatistica entre
os grupos foi determinada utilizando o teste t de Student ndo pareado. Os
resultados foram expressos como valores médios para cada conjunto de dados +
erro padrao da media (SEM). O limiar de significancia estatistica foi estabelecido
no nivel de probabilidade de p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressdo génica de G. charrua exposto ao RDT revelou alteragdes
marcantes na esteroidogénese. Nos ovarios, observou-se aumento significativo
de cyp19aia e esr2a (Figura 1A e 1B), genes que codificam, respectivamente, a
aromatase e o receptor de estrogénio, fundamentais para a conversao de
androgenos em estrogenos e para a sinalizagdo estrogénica. Esses achados
sugerem uma ativagdo do eixo estrogénico, em concordancia com estudos em
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Danio rerio, nos quais a modulacdo de cyp719ala compromete a diferenciagao
ovariana e a ativagao de esr2a intensifica a resposta tecidual a estrogenos (YU et
al., 2025). Resultados semelhantes foram relatados por LU et al. (2023), que
observaram o aumento desses genes apds exposicao ao glifosato em embrides
de D. rerio.

O gene hsd3b1, associado as etapas iniciais da sintese de hormobnios
esteroides, mostrou expressao aumentada tanto em ovarios quanto em testiculos,
indicando estimulo a producao de precursores esteroides (Figura 1C e 1G). Este
efeito também ja foi relatado em ovarios de camundongos expostos ao Roundup
(CHITOLINA et al., 2023).

Nos testiculos, entretanto, o aumento de hsd3b1 foi acompanhado pela
reducdo de hsd77b12a, gene ligado a conversao final de esteroides e ao
metabolismo lipidico (Figura 1H). Essa assimetria sugere um desbalango
esteroidogénico, que pode limitar a produgdo de estradiol e prejudicar a
espermatogénese. Alteracbes semelhantes em vias estrogénicas ja foram
descritas em peixes expostos a GBHs, reforcando o carater de disruptores
endocrinos desses compostos (LU et al., 2023).
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Figura 1. Efeitos da exposi¢cao a 5 mg-L™* de RDT na expressao de genes relacionados a
esteroidogénese e sinalizacao estrogénica em ovarios (A-D) e testiculos (E-H) de
Garcialebias charrua.

4. CONCLUSOES

Este estudo pioneiro demonstra que o RDT interfere em genes-chave da
esteroidogénese de G. charrua, revelando potenciais mecanismos de
desregulagdo endocrina. As alteragdes observadas apontam para impactos
diretos sobre a fisiologia da reproducéo, o que é especialmente critico em peixes
anuais, grupo com o maior risco de extingdo no Brasil. Ao integrar biologia
molecular e ecotoxicologia, o trabalho oferece subsidios inovadores para o
biomonitoramento ambiental baseado em tecnologias gendmicas, como a qPCR,
e reforga a necessidade de estratégias de conservagao voltadas a ecossistemas
frageis e espécies ameacgadas.
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