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INTRODUCAO

A utilizagdo mundial de herbicidas tem possibilitado o crescente aumento na
producdo alimenticia e o controle de ervas daninha e/ou exdticas. Contudo, seu uso
indiscriminado e excessivo provocou impactos nocivos em Varios ecossistemas,
especialmente o aquético. Nesse cenario, a poluicdo do ambiente aquatico com
agrotoxicos € um grave problema ambiental e de saude publica mundial devido a
persisténcia desses toxicos no ambiente e seus efeitos de bioacumulacgéo,
bioativacéo, facil dispersdo na agua e danos para a biota (REYNAUD et al., 2008;
LUSHCHAK et al., 2009).

O estudo da poluicdo aquatica possibilita a prevencéo e/ou mitigacédo dos
danos de poluentes aos organismos, incluindo o ser humano. Contudo, as anélises
dos parametros fisico-quimicos da 4gua séo limitadas para descrever o status
bioldgico dos ecossistemas. Isso porque elas néo refletem a biodisponibilidade dos
poluentes e suas interagdes com 0s organismos vivos. Desse modo, o
monitoramento e avaliacdo de risco ambiental ndo podem ser baseados apenas em
analises fisico-quimicas da agua, pois esses parametros ndo indicam ou predizem
os efeitos nocivos dos poluentes nos organismos aquaticos. Para uma analise mais
complexa da polui¢do aquatica, tem-se sugerido o uso de biomarcadores, os quais
sao respostas bioldgicas adaptativas a estressores, evidenciadas como alteracdes

bioquimicas, celulares, histoldgicas, fisioldgicas ou comportamentais. Esse conceito



de biomarcador inclui as altera¢cdes comportamentais, que em alguns casos podem

ser um endpoint toxicolégico mais sensivel (TIERNEY et al. 2007).

O biomonitoramento baseado em biomarcadores comportamentais ainda se
apresenta limitado, pois existe escassez de conhecimentos sobre os quadros
clinicos comportamentais das espécies bioindicadoras e de metodologias
padronizadas para comparacao semiguantitativa e/ou quantitativa das mudancgas
comportamentais nos peixes induzidas por agrotoxicos. Nesse sentido, no presente
trabalho, pretenderam-se descrever uma metodologia para andlise etotoxicologica:
os indices de alterac6es comportamentais (Ics), baseando-se no nivel de
significancia e no valor de score das modificacbes do comportamento. Além da
padronizacao dos Ics, os autores realizam o estudo das alteracbes comportamentais
no guaru Poecilia reticulata induzidas pelo herbicida comercial Roundup Transorb®
(RDT), um herbicida baseado em glifosato que possui ampla utilizacdo no Centro-

Oeste e em escala mundial.
MATERIAL E METODOS

Machos adultos de P. reticulata (0,11 + 0,03g de peso total e 2,35 £ 0,23cm
de comprimento total) foram coletados do Biotério de Animais Aquaticos do
Laboratdrio de Comportamento Celular (LCC - UFG), Goiania, Goias, Brasil. No
biotério, os animais eram mantidos em tanques de 250 litros e alimentados trés
vezes ao dia, em quantidade de alimento suficiente para ser consumida em até 5
minutos, com ragéo comercial (alconBASIC®) com 45% de proteina bruta. Os
parametros fisico-quimicos da agua dos tanques foram controlados quanto a
oxigenacdao (11ppm), temperatura da agua (27°C +2), fotoperiodo (12:12 horas
claro/escuro), aménia dissolvida (Oul/L a 0,01p/L), pH (6,9 £ 0,1) e salinidade (0%o).

Para os bioensaios, os animais foram divididos em seis grupos contendo oito
peixes, 0s quais foram expostos as concentragdes de 0, 4, 8, 16, 32 e 64pl/L do
herbicida por litro de dgua declorinada. Essas concentragdes possuem uma
quantidade do principio ativo glifosato (N-fosfonometil glicina) igual a 1,92; 3,84;
7,68; 15,36 e 30,72 mg.L-1, respectivamente. Os parametros fisico-quimicos da
agua nos aguarios experimentais foram mantidos de modo semelhante aqueles
descritos para a manutencédo dos animais no biotério. A exposi¢cédo aguda ocorreu

em sistema estatico sem renovacgao de agua, provido de aeracdo. A mortalidade



acumulativa e as alteragfes comportamentais foram monitoradas nos periodos de 0,
2,4,8,12, 24, 48, 72 e 96h de exposi¢cado, sendo que cada grupo era analisado por
um periodo total de 2 minutos, com a mensuracao da quantidade de animais que
apresentava cada alteracdo comportamental. Nesses periodos, mensurou-se a
proporcéao de animais que exibiam cada comportamento por meio da razéo do
namero de peixes alterados pelo numero total de peixes em exposicdo. Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicatas e as condic¢des fisico-quimicas da agua
monitoradas ao longo da exposicao, tal como padronizada pelo guia 203 da OECD
(OECD, 1992). O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
Humana e Animal do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias (UFG)

e esta protocolado sob n°® 046 desde 2008.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A exposicao aguda de machos do P. reticulata ao herbicida RDT induziu
mudancas comportamentais e mortalidade diferenciada de acordo com a
concentracdo e o tempo de exposicao. No periodo de 64 horas, o herbicida, nas
concentracdes de 32 e 64pl/L, foi altamente toxico para o0 guaru e promoveu a
mortalidade de 100% dos espécimes. As concentracdes de 2, 4 e 8ul/L do RDT
promoveram alterac6es comportamentais, as quais ndo causaram em morte durante

a exposicao aguda.

As alteracdes comportamentais individuais dos peixes foram classificadas em
sete categorias morfofuncionais (Cmf) de acordo com a reacdo morfofisiolégica: 1.
Distarbios respiratérios, 2. Disturbios respiratorios, 3. Distarbios nanatérios, 4.
Disturbios tegumentares, 5. Disturbios reprodutivos. Cada modelo reacional inclui
alteracdes comportamentais resultantes de disfun¢des nos principais sistemas dos
organismos, permitindo a integracdo de multiplos parametros biolégicos na andlise

da poluicdo aquatica.

Com o intuito de se criar os indices de alteracdes comportamentais, foram
atribuidos niveis de significancia (Ns) a cada modificacdo do comportamento. A
importancia das alteracbes comportamentais esta relacionada com a severidade das
alteracdes e com a capacidade do animal em reverté-las. Dessa maneira, podem-se
agrupar as mudangas comportamentais em trés categorias de acordo com o seu

nivel de significancia: alteracdes comportamentais leves (Ns = 1), moderadas (Ns =



2) e severas (Ns = 3). Além do Ns, foram criados valores de Score (S) das
alteragbes comportamentais. Cada mudanga no comportamento é analisada
baseada na razdo do numero de individuos alterados pelo nimero total de animais
analisados. Dessa maneira, as disfuncdes no comportamento podem receber um
valor de score que varia de 0 a 5, de acordo com a percentagem de animais
afetados: 0% (S=0), 1 a 20% (S=1), até 81 a 100% (S=5).

Com o auxilio do Ns e do S, propdem-se a utilizacdo de dois indices de
alteracdes comportamentais: O indice comportamental morfofuncional (Icmf) que é
calculado pelo somatério da multiplicacdo do nivel de significancia (Ns) e do valor de
score (S) de todas as alteragfes (alt) presente em uma determinada classificacéo
morfofuncional (cmf); e o indice comportamental total (Ict) que é calculado pelo
somatorio da multiplicacdo do nivel de significancia (Ns) e do valor de score (S) de

cada alteracdo (alt) presente em todas as classificacdes morfofuncionais (cmf).

O estudo qualitativo das mudangas comportamentais do P. reticulata indica
gue o RDT induz alteracbes comportamentais da Cmfl (Distarbios respiratorios),
Cmf2 (Disturbios circulatérios), Cmf3 (Disturbios natatérios), Cmf4 (Distlrbios
tegumentares) e Cmf6 (Disturbios sociais) (Figura 1). Uma das alterag6es da Cmf4
do comportamento do P. reticulata identificada apos a exposicdo aguda ao RDT séo
0 escurecimento das nadadeiras e de todo o corpo. Segundo Roulin et al. (2008), em
vertebrados, a coloracdo baseada em melanina pode estar sob controle genético, e

em algumas espécies é dependente do meio externo.
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Figura 1. indice comportamental morfofuncional (Icmf) de P. reticulata em exposi¢do aguda ao herbicida
Roundup Transorb® (RDT).

O Ict apresentou variagdo ao longo das concentracdes do herbicida e do

periodo de exposi¢cdo. O RDT na concentragdo de 64pl/L induz mudancgas



comportamentais com altos valores de Ns e S nos periodos iniciais de exposi¢ao (O,
2 e 4h). Apos o ultimo periodo, ndo se verifica o Ict de 64pl/L porque 100% dos
peixes morreram no periodo de 8 horas. Os animais expostos as maiores

concentracdes apresentaram Ict elevado quando comparados ao grupo de Opl/L.
CONCLUSOES

O presente trabalho é o primeiro estudo a criar os indices de alteracdes
comportamentais baseados no nivel de significancia e no valor de score das
modificacdes comportamentais de peixes. Esses indices se apresentaram viaveis no
estudo da toxicidade aguda do RDT para a espécie biomonitora P. reticulata e
podem ser potentes biomarcadores da toxicidade aguda de herbicidas baseados em

glifosato.
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