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RESUMO

O uso de agrotoxicos vem aumentando nos ultimos anos em decorréncia da ampliacdo das
areas de plantio e presenca de pragas mais resistentes. No Rio Grande do Sul / Brasil, as culturas de
arroz sdo consideradas como as principais responsaveis pelo langamento destes produtos nos corpos
d’4gua, uma vez que o Estado concentra 61% da rizicultura irrigada do pais. Dentre os herbicidas
mais utilizados nestas plantacées estdo variacdes de Roundup®, cujo principio ativo é o glifosato. O
modo de acdo do glifosato como herbicida consiste na inibicdo da EPSPS, uma enzima-chave
envolvida na biossintese de amionoacidos essenciais de vegetais. Apesar disso, alguns estudos tém
demonstrado que o glifosato pode atingir diferentes espécies animais, consideradas como espécies
ndo-alvo. Tendo em vista 0 exposto, o objetivo do trabalho foi determinar, comparativamente
possiveis efeitos que as formulacdes & base de glifosato, Roundup Original® (RO), Roundup
Transorb® (RT) e Roundup WG® (RWG), possam estar causando & peixes que habitam regides
onde estes herbicidas sdo lancados. Para tanto, foi feito um teste agudo de mortalidade utilizando-se
as concentracdes de 0,5, 1 e 5 mg.L™ de glifosato, calculado a partir da sua concentracdo em cada
formula, e escolheu-se aquela onde ndo houveram animais mortos para avaliacdo de parametros
oxidativos e qualidade espermatica de exemplares de Jenynsia multidentitata. Apenas na
concentracdo de 0,5 mg.L™? de glifosato ndo houve mortalidade em nenhuma formulacio,
entretanto, os resultados mostraram que acima desta, a RT provocou maior mortalidade. Quanto aos
parametros oxidativos, houve um desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) com consequente dano no figado dos peixes. Esta situacao foi
mais evidenciada nos animais expostos ao RO que apresentaram aumento de EROs e reducdo na
capacidade antioxidante total as 24 h de teste o que se refletiu num aumento expressivo de
lipoperoxidacdo (LPO) as 96 h. Com relagdo aos pardmetros de qualidade espermatica, apenas as
analises de motilidade, funcionalidade mitocondrial e integridade de DNA dos espermatozoides
apresentaram-se sob efeito dos herbicidas, sendo a motilidade o parametro mais sensivel, pois foi
inibida pelo glifosato nas 3 formulagdes experimentais (RO, RT e RWG) em 24 e 96 h de
exposi¢do. Assim, podemos concluir que os herbicidas a base de glifosato causam danos & espécie
de peixe J. multidentata, induzindo o estresse oxidativo e influenciando negativamente na
reproducédo por afetar a qualidade espermatica dos machos. No que compete a analise comparativa
das formulacOes, a RT parece ser a mais toxica por provocar maior mortalidade, no entanto, quando
em concentracéo ndo letal e ambientalmente relevante como é o caso de 0,5 mg.L™ de glifosato, a
RO, que contém maior quantidade dos chamados componentes “inertes”, provoca maior dano

oxidativo, nos entanto as 3 formulac@es influenciam igualmente a qualidade espermatica.

Palavras-chave: herbicidas, glifosato, biomarcadores, peixe.



ABSTRACT

The use of pesticides has increased in recent years due to the expansion of planting areas
and the presence of more resistant pests. In Rio Grande do Sul / Brazil, the rice crops are considered
to be primarily responsible for the launch of these products in water bodies, since the state
concentrates 61% of irrigated rice culture in the country. Among the most widely used herbicides in
these plantations, are variations of Roundup®, whose active ingredient is glyphosate. The mode of
action of glyphosate as an herbicide is the inhibition of EPSPS, a key enzyme involved in the
biosynthesis of essential amionoacids in plants. Nevertheless, some studies have shown that
glyphosate can achieve different animal species, considered as non-target species. In the view of the
above, the purpose of this study was to determine comparatively the effects of the glyphosate-based
formulations, Roundup Original® (RO), Roundup Transorb® (RT) and Roundup WG® (RWG), may
be causing in fish that inhabit these regions where herbicides are released. For that, an acute
mortality test was performed with 0.5, 1 e 5 mg.L™" of glyphosate, calculated following its
concentration in each formulation, and we chosen the one that did not cause mortalities in fish to
evaluate oxidative parameters and sperm quality of Jenynsia multidentitata. Only at a concentration
of 0.5 mg.L™ of glyphosate, there was no mortality in any formulation, however, the results showed
that above this, RT caused higher mortality. As for the oxidative parameters, there was an
imbalance between antioxidant defenses and the generation of reactive oxygen species (ROS) with
consequent damage in fish liver. This situation was more evident in animals exposed to RO, where
was observed an increase in ROS and a decrease in total antioxidant capacity at 24 h of test, that
reflected in a significant increase in LPO at 96 h. With respect to sperm quality, only the motility
analysis, mitochondrial functionality and DNA integrity of sperm are presented under the effect of
herbicides, being motility the most sensitive parameter because it was inhibited by glyphosate in the
3 experimental formulations (RO RT and RWG) at 24 and 96 h of exposure. In summary, we
conclude that the glyphosate-based herbicides cause damage to the fish species J. multidentata,
inducing oxidative stress and negatively influencing reproduction. As it is for the comparative
analysis, the RT appears to be the most toxic since it causes increased mortality, however, when at
non-lethal and environmentally relevant concentration such as 0.5 mg.L™ of glyphosate, RO which
contains higher amounts of components called “inert", causes increased oxidative damage, but the 3

formulations affects sperm quality in the same intensity.

Key-words: herbicides, glyphosate, biomarkers, fish.
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3- INTRODUGCAO GERAL

Com o passar dos anos, pelo rapido desenvolvimento urbano e industrial com consequente
aumento da populacdo mundial, tornou-se necessario aumentar a produtividade agricola. Por
exemplo, em 2011, a populacdo mundial foi estimada pela United Nations Fund for Population
Activities (UNFPA, 2011) em 7 bilhdes de pessoas, com previsdo para 9 bilhdes em 2050, sendo
que os paises em desenvolvimento tém sido os maiores contribuintes para este crescimento. Além
do desafio de atender ao crescimento demografico e demanda mundial por alimentos, a atividade
agricola também enfrenta crescentes pressdes de impacto ambiental (FAO, 2010). Neste sentido, 0
uso de agrotdxicos vem aumentando cada vez mais na tentativa de defender as lavouras contra
pragas, incluindo ervas daninhas (Bonacella, 1990). Os agrotéxicos sdo na sua maioria
xenobidticos, ou seja, compostos estranhos aos organismos, capazes de provocar toxicidade (Castro
Junior et al., 2006). Dentre os agrotoxicos mais comumente usados estdo os herbicidas a base de
glifosato, que tornaram-se imprescindiveis a agricultura, principalmente, apds a implementacdo dos
transgénicos resistentes a herbicidas (Cunha, 2005). No Brasil, o glifosato tem sido usado desde
1978, devido ao seu alto rendimento agricola (Galli & Montezuma, 2005). De fato, segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010), em 2010 o Brasil foi responsavel por
cerca de 20% do mercado global de herbicidas e sua venda movimentou mais de US$ 7 bilhdes no
ano. No Rio Grande do Sul, em especial, as culturas de arroz séo consideradas como as principais
responsaveis pelo langcamento do herbicida nos corpos d’agua, uma vez que o Estado concentra
61% da rizicultura irrigada do pais (SOSBAI, 2010). Atualmente, a legislacdo vigente delimita
valores méaximos de glifosato em 65 pg/L para agua doce classe 1 e 280 ug/L para agua doce classe
3 (resolugéo 357, CONAMA, 2005).

O glifosato (N-(fosfonometil) glicina) (Fig. 1) é um herbicida pertencente ao grupo quimico
das glicinas substituidas, pos-emergente, sistémico, de amplo espectro, ndo seletivo, usado no
combate de plantas indesejaveis na agricultura, na industria, em &reas urbanas e aquaticas
(Amarante Jr et al., 2002; Galli & Montezuma, 2005; WHO, 2005). Este quimico apresenta alta
solubilidade em &gua, variando de 10.000 a 15.700 mg/L a 25°C e tem baixa pressdo de vapor, 0
que sugere uma pequena perda para a atmosfera. A meia vida do glifosato em ambientes aquaticos é
relatada na faixa de 7 a 14 dias (Giesy et al., 2000). Sua propriedade herbicida foi descoberta pela
empresa Monsanto em 1970 e sua primeira formulagdo comercial foi langada nos Estados Unidos
em 1974, com o nome comercial de Roundup (Galli & Montezuma, 2005). O Roundup® é
composto basicamente por sal de isopropilamina (IPA), acido equivalente de glifosato e
surfactantes. Existem diferentes tipos de Roundup® e segundo suas bulas, estes tipos variam

principalmente na proporgao entre 0s compostos mencionados.
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Fig. 1. Formula estrutural do equivalente acido de glifosato N-(fosfonometil) glicina (Acesso em:

23 de marco, 2015. Disponivel em: http://es.wikipedia.org/wiki/Glifosato)

O glifosato langado no ambiente expressa sua atividade mais eficientemente através do
contato direto com as folhas, seguindo de translocacdo através do floema, para os tecidos
meristémicos. Por ser um derivado da glicina (um aminoacido essencial das plantas), a molécula de
glifosato ndo é percebida como agressor potencial. Uma vez absorvido, ele inibe a atividade da
enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintese (EPSPS), que é catalisadora de uma das reacdes
de sintese dos aminoacidos aromaticos essenciais de vegetais: fenilalanina, tirosina e triptofano, os
quais sdo precursores de outros produtos, como: lignina, alcaloides, flavondides e acidos benzdicos
(Amarante Jr. et al., 2002; Galli & Montezuma, 2005).

Levando-se em conta que o glifosato inibe uma via de biossintese de aminoacidos
aromaticos de vegetais, 0s mecanismos de acdo deste composto deveriam ser exclusivo as plantas
(Cerdeira et al., 2007; Romano et al., 2008; 2009; Williams et al., 2000). No entanto, diversos
trabalhos tém demostrado que o glifosato e suas formulagbes podem ser tdxicos a diferentes
espécies animais, consideradas, no caso, como organismos nao-alvo. De fato, a toxicidade aguda do
glifosato para animais é considerada baixa segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2005). Porém, segundo resultados de Tsui e Chu (2004), suas formulacdes, como o
Roundup®, sdo geralmente mais txicas para organismos aquaticos devido & adicdo do surfactante
polietoxileno amina (POEA), utilizado para aumentar a eficacia do herbicida. O surfactante age
sobre as membranas lipidicas, tornando-as mais permeaveis aos agrotoxicos.

Estudos mostram que as concentracfes letais medianas (CLsp) do glifosato puro e do
produto Roundup® variam para espécies de peixes, sendo na faixa de 22 & >1000 mg/L para o
glifosato e de 4,2 & 52 mg/L para o Roundup®. Por exemplo, no Bluegill Lepomis macrochirus, a
CLso para glifosato puro foi calculada em 120 mg/L e para Roundup® em 5,8 mg/L (ABC inc. 1978;
1982). No salmdo Oncorhynchus kisutch, a CLsy de glifosato e de Roundup® é de 36 e 22 mgl/L,
respetivamente (Mitchell et al., 1987; Wan et al., 1989). Além disso, outros trabalhos reportam que
as CLso do formulado variam de acordo com a fase de vida e condig¢Ges do teste. Por exemplo,
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foram observados os seguintes valores de CLso (96 h) de Roundup® para a tilapia do Nilo
Oreochromis niloticus: 0,01 mg/L para espécimes jovens e 0,03 mg/L para adultos
(Jiraungkoorskul et al., 2002).

O glifosato e suas diversas formulacdes sdo prejudiciais para a satude de espécies ndo-alvo.
Alteracdes histopatolégicas em decorréncia da exposicdo ao Roundup® em concentracdes subletais
foram evidenciadas em diferentes espécies de peixes, como no curimbata Prochilodus lineatus
(Langiano & Martinez, 2008), no barrigudinho Jenynsia multidentata (Hued et al., 2012), na carpa
Cyprinus carpio exposta a concentracdo equivalente a 1 % (Neskovic et al., 1996) e 2 % da sua
CLso (Szarek et al., 2000), na tilapia do Nilo em O. niloticus (Jiraungkoorskul et al., 2002; 2003) e
no piavucu Leporinus macrocephalus (Albinati et al., 2009). Estas alteragOes estruturais foram
evidenciadas, principalmente, na brénquia (hiperplasia lamelar, fuséo lamelar, descamacdo do
epitélio, etc) e no figado (formacdo de vaclolos e alteracBes nucleares dos hepatocitos,
concomitantemente a alteraces de enzimas hepaticas).

Outro efeito descrito para o glifosato e Roundup® sdo alteracdes bioquimicas. Dentre estas,
esta a inibicdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE), enzima que degrada o neurotransmissor
acetilcolina liberado nas fendas sinapticas. De fato, a inibicdo da AChE é descrita como um dos
mecanismos de toxicidade mais comuns de varias classes de pesticidas tanto para invertebrados
quanto para vertebrados (Monserrat et al., 2002) e j& foi demonstrado que o glifosato puro inibe a
AChE em tecidos musculares e cerebrais do mexilhdo Perna perna e dos peixes Danio rerio e J.
multidentata. Brevemente, a AChE, localizada nas membranas sinapticas, catalisa a hidrdlise da
acetilcolina (ACh) em &cido acético e colina, interrompendo a transmissdo dos impulsos nervosos
nas sinapses dos neurdnios colinérgicos do sistema nervoso central e periférico. A acetilcolina é um
mediador quimico secretado pelas células nervosas que ao atingir uma outra célula nervosa ou uma
célula muscular, provoca, geralmente, resposta excitatoria. A resposta excitatoria traduz-se em
impulsos nervosos, no caso de uma célula nervosa, ou em contracdo muscular, quando se trata de
uma célula muscular. No entanto, no musculo cardiaco, esse neurotransmissor tem a¢do inibitdria,
reduzindo tanto a forgca quanto a frequéncia de contracdo do mesmo. Assim, quando a AChE é
inibida, o mediador quimico ACh age de forma intermitente na fenda sinaptica e,
consequentemente, observa-se um quadro de colapso nervoso e paralisia muscular que leva os
individuos ao obito (Guyton & Hall, 2006)

Continuando no ambito das alteragdes bioquimicas, tem sido demostrado que os herbicidas a
base de glifosato também promovem o estresse oxidativo em diversas espécies de peixes
(Jiraungkoorskul et al., 2003; Glusczak et al., 2007; Cericato, 2008; 2009; Langiano & Martinez,
2008; Lushchak, 2009; Modesto & Martinez, 2010a), situacdo esta que se caracteriza por um

desbalanco entre agentes pro e antioxidantes. Na realidade, os agrotdxicos em geral séo capazes de
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estimular a geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) que sdo compostos resultantes da
reducdo parcial do oxigénio molecular e, portanto, altamente reativos. Dentre as EROs encontram-
se 0 anion superoxido (O,"), o peroxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila (OH),
moléculas geradas naturalmente como consequéncia do metabolismo aerdbico e que, devido ao
sistema de defesa antioxidante dos organismos, sdo mantidas dentro de limites fisioldgicos
(Halliwell & Gutteridge, 1990; Ribeiro et al., 2005). Inclusive, em concentragdes fisioldgicas as
EROs atuam como mensageiros de sinalizagédo celular, no entanto, elas sdo capazes de reagir com
diferentes biomoléculas como DNA, lipideos e proteinas e, quando em excesso, podem interferir na
respiracdo celular, inativar enzima, peroxidar lipidios de membranas, causar danos proteicos e de
DNA, entre outros (Sies, 1991). Para neutralizar as EROs, os organismos utilizam componentes
antioxidantes enzimaticos (SOD, CAT, GPx, GST, etc) e ndo enzimaticos (GSH, Metalotioneina,
Vitamina E, etc). A superoxido desmutase (SOD), pertence a primeira linha de defesa antioxidante
e é responsavel por catalisar a conversdo do anion superéxido em peroxido de hidrogénio. O
peroxido de hidrogénio continua degradando-se em &gua e oxigénio pela acdo da enzima catalase
(CAT), que estd presente principalmente nos peroxisomas. Por sua vez, a glutationa peroxidase
(GPx) metaboliza uma variedade de peroxidos incluindo peroxido de hidrogénio, e a glutationa-S-
transferase (GST) atua no processo de biotransformacdo, catalisando a conjugacéo de metabolitos e
xenobioticos com a glutationa reduzida (GSH). A GSH é um tripeptideo que atua como o principal
antioxidante na célula, conjugando elementos a fim de torna-los menos toxicos, mais solGveis em
agua e mais faceis de serem degradados e excretados (Hermes Lima, 2004; Carletti et al. 2008;
Huber & Almeida, 2008). O figado é o principal 6rgao de detoxificacdo dos animais, portanto, é
muito comum que as EROs e os componentes antioxidantes sejam analisadas neste 6rgéo.

Efeitos das formulacdes Roundup® e Roundup Transorb® sobre parametros oxidativos foram
analisados no peixe neotropical Prochilodus lineatus por Modesto e Martinez (2010a; 2010b). As
autoras observaram que os herbicidas, nas concentracbes de 5 e 10 mg/L, sdo capazes de inibir as
defesas antioxidantes e provocar peroxidacdo lipidica (LPO). Na mesma linha, Lushchak et al.
(2009) observaram uma reducdo de 29 a 34% na atividade de GST no figado do peixe dourado
Carassius auratus L. apds exposicdo ao Roundup® (96 h) e indicaram também situacéo de estresse
oxidativo nestes animais nao apenas induzida pela reducdo na atividade da GST, mas também por
uma reducdo do complexo enzimatico antioxidante total; no entanto, no trabalho ndo se observou
dano lipidico (LPO) apds exposicao ao herbicida.

Na maioria das vezes, o lancamento dos herbicidas nas lavouras, incluindo as plantagfes de
arroz, coincide com a época de reproducgdo dos peixes (Primel et al., 2005) A Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos da América (US-EPA, 2002) (Environmental Protection Agency —

United States) mostra que o glifosato puro e sua formulacdo comercial Roundup® podem afetar a
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reproducdo de animais, agindo como desregulador endocrino por interferir em diversos processos
como na sintese, secrecdo, transporte, ligacdo, acdo ou eliminagdo de horménios. Efeitos negativos
no comportamento reprodutivo de peixes também foram verificados como, por exemplo, reducdes
no namero de copulas e baixo sucesso no comportamento de corte de machos de J. muntidentata
(Hued et al., 2012). Outros resultados com peixes foram reportados por Harayashikia et al. (2013) e
Lopes et al (2014) com relacdo a qualidade espermatica dos animais. No primeiro trabalho, os
autores mostraram que o barrigudinho Poecilia vivipara quando expostos (96 h) as concentracdes
de glifosato 0,13 e 0,70 mg/L na formulacdo comercial Roundup®, apresentam baixa qualidade
espermatica com alteracfes na integridade da membrana plasmatica, integridade do DNA,
funcionalidade mitocondrial e reducéo de motilidade e periodo da motilidade dos espermatozoides.
No segundo trabalho, Lopes et al (2014) mostram que machos de zebrafish Danio rerio expostos as
concentragdes de 5 e 10 mg/L de glifosato puro durante 24 e 96 h, expressam reducdo na motilidade
e periodo de motilidade dos seus espermatozoides, além de alteracdes na funcionalidade
mitocondrial e integridade de membrana e DNA.

Os parametros mencionados acima como os histolégicos, bioquimicos e de qualidade
espermatica sdo usados como ferramentas para avaliar os efeitos da presenca de contaminantes no
ambiente e, por isso, podem ser considerados como biomarcadores. Por definicdo, biomarcadores
sdo alteracdes bioldgicas relacionadas a exposi¢do e/ou aos efeitos toxicos de compostos quimicos
(Beeby, 2001). A anélise de biomarcadores € uma maneira sensivel de avaliar a qualidade ambiental
e, portanto, de detectar efeitos danosos que os agrotdxicos podem estar provocando aos organismos
ndo-alvos, quando presentes no meio.

Tendo em vista 0 exposto, 0 objetivo do trabalho foi determinar, comparativamente
possiveis efeitos que as formulacdes a base de glifosato, Roundup Original®, Roundup Transorb® e
Roundup WG®, possam estar causando & peixes (organismos ndo-alvos) que habitam regides onde
estes herbicidas sdo lancados, por meio de avaliacbes de parametros oxidativos e qualidade
espermatica em J. multidentitata expostas agudamente aos compostos. O peixe J. multidentata €
uma espécie residente no estuario da Lagoa dos Patos e ocorre apenas na América do Sul, desde o
estado do Rio Grande do Sul, no Brasil, até o Rio da Prata, na Argentina (Ferreira et al., 2012) (Fig.
2). No Rio Grande do Sul, esta espécie vive associada as areas agricolas de plantacdes de arroz,

recebendo, portanto, os agroguimicos utilizados nessas lavouras.
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Fig. 2. Mapa de distribuicdo de Jenynsia multidentata (A) (Ferreira et al., 2012).

A J. multidentata habita ambientes estuarinos e é resistente a variacdes de salinidade e
temperatura (Mai, 2005), mas é mais abundante em periodos de seca e maior salinidade no estuério
(Garcia et al., 2004). Possui habito alimentar onivoro, ingerindo vegetais de fundo (diatoméaceas
epifitas), restos de vegetais em decomposicdo (detritos), poliquetos e anfipodes (Mai et al., 2006).
Quanto as caracteristicas anatdbmicas externas, esta espécie apresenta dimorfismo sexual, isso €, as
fémeas s@o0 maiores que 0s machos e caracterizam-se por ter o ventre dilatado pelas gestacoes
continuas (Garcia et al., 2004). Porém, sdo considerados de pequeno tamanho: 0os machos chegam a
atingir um comprimento longitudinal maximo de 6 cm e as fémeas de 12 cm, mas ambos 0S sexo0s
possuem ventre arredondado com coloracdo escura no dorso e clara no ventre e séries de manchas

escuras, estreitas e curtas, ocorrem ao longo das laterais do corpo (Fig. 3).

ponopidio

Fig. 3. llustragdo do peixe Jenynsia multidentata mostrando o dimorfismo sexual entre macho e
fémea da espécie. O individuo de maior comprimento representa a fémea e de menor comprimento

e com presenca de gonopodio corresponde ao macho. (desenho obtido de Fischer (1998)).
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As fémeas de J. multidentata apresentam adaptacdes que envolvem o desenvolvimento dos
embrides na cavidade ovariana e nos machos o gonopddio é tubular, associado ao duto espermatico,
formado a partir da modificacéo da nadadeira anal (Fialho, 2006). A J. multidentata é uma espécie
vivipara com fecundacao interna e gestacdo intraovarica matotrépica (Parenti, 1981; Schindler. &
Vries., 1998; Siccardi, 1940). Durante a copula, os machos introduzem o gonopodio nas fémeas
para fecunda-las (Fig. 4). Além disso, as fémeas sdo capazes de manter espermatozoides vivos por
um longo periodo, inclusive, por varias ninhadas sucessivas (Turner, 1957). A reproducdo desta
espécie ocorre em dois periodos do ano: um principal que é no fim da primavera e durante o verdo e
noutro periodo menos intenso que € no fim do inverno e inicio da primavera (Garcia et al., 2004).
Algumas destas caracteristicas como, por exemplo, a viviparidade e desenvolvimento embrionario

intrauterino, fazem da J. multidentata um modelo bioldgico interessante (Pinto et al., 2015)

Fig. 4. Copula de Jenynsia. multidentata, mostrado o gonopddio sendo introduzido na
fémea. (Acesso em: 24 de marco, 2015. Disponivel em:

http://aguafisher.org.ua/zhivorodyashhie/rod-jenynsia/)

4- OBJETIVOS

4.1- OBJETIVO GERAL
Determinar possiveis efeitos de formulacGes a base de glifosato sobre parametros oxidativos
e reprodutivos do peixe estuarino Jenynsia multidentata e, avaliar a capacidade de se utilizar tais

parametros como biomarcadores da contaminagdo aquatica por estes herbicidas.

4.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Mensurar parametros oxidativos como Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), capacidade
antioxidante total (ACAP), atividade da GST (Glutationa — S — Tranferase) e peroxidagéo
lipidica em figado de exemplares J. multidentada expostos agudamente as formulacdes de

glifosato Roundup Original® e Roundup Transorb®;
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e Avaliar a qualidade espermética de machos de J. multidentata expostos agudamente as
formulacdes de glifosato Roundup Original®, Roundup Transorb® e Roundup WG®;

e Analisar comparativamente os herbicidas Roundup Original®, Roundup Transorb® e
Roundup WG® em termos de toxicidade para organismos ndo-alvos;

e Analisar a eficacia e potencialidade dos biomarcadores selecionados em J. multidentada
para detectar e/ou quantificar possiveis danos ambientais provocados por atividades

agricolas.
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6- CAPITULO 1

Efeitos comparativos de herbicidas & base de glifosato sobre parametros oxidativos e
qualidade espermética no peixe estuarino Jenynsia multidentata

(Manuscrito a ser submetido a Aquatic Toxicology)
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6.1- RESUMO

O uso de agrotoxicos vem aumentando nos ultimos anos em decorréncia da ampliacdo das
areas de plantio e presenca de pragas mais resistentes. No Rio Grande do Sul / Brasil, as culturas de
arroz sdo consideradas como as principais responsaveis pelo langamento destes produtos nos corpos
d’agua, uma vez que o Estado concentra 61% da rizicultura irrigada do pais. Dentre os herbicidas
mais utilizados nestas plantacdes estdo variacdes de Roundup®, cujo principio ativo é o glifosato.
Alguns estudos tém demonstrado que o glifosato pode atingir diferentes espécies animais,
consideradas como espécies ndo-alvo. Tendo em vista 0 exposto, o objetivo do trabalho foi
determinar, comparativamente possiveis efeitos que as formulacbes a base de glifosato, Roundup
Original® (RO), Roundup Transorb® (RT) e Roundup WG® (RWG), possam estar causando &
peixes que habitam regides onde estes herbicidas sdo langados, como € o caso do barrigudinho
Jenynsia multidentata. Para tanto, foi feito um teste de mortalidade (96 h) utilizando-se as
concentragdes de 0,5, 1 e 5 mg.L™" de glifosato, calculado a partir da sua concentracdo em cada
formula, e escolheu-se a de 0,5 mg.L" para avaliacio de parametros oxidativos e qualidade
espermatica de J. multidentata, ja que foi a Unica onde ndo houveram mortos. Os resultados
mostram que acima de 0,5 mg.L™, a formulacdo RT é a mais toxica pelo registro de maior
mortalidade. Quanto aos parametros oxidativos, houve um desequilibrio entre as defesas
antioxidantes e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) com consequente dano no figado
dos peixes. Esta situacdo foi mais evidenciada nos animais expostos ao RO que apresentaram
aumento de EROs e reducédo na capacidade antioxidante total as 24 h de teste o que se refletiu num
aumento expressivo de lipoperoxidacdo (LPO) as 96 h. Com relacdo aos parametros de qualidade
espermatica, a motilidade foi o pardmetro mais sensivel, pois foi inibida pelo glifosato nas 3
formulagbes experimentais (RO, RT e RWG) em 24 e 96 h de exposi¢do. Assim, podemos concluir
que os herbicidas a base de glifosato causam danos a espécie de peixe J. multidentata, induzindo o
estresse oxidativo e influenciando negativamente na sua reproducdo por afetar a qualidade
espermatica dos machos. No que compete a analise comparativa das formulagdes, a RT parece ser a
mais tdxica por provocar maior mortalidade, no entanto, quando em concentracdo ndo letal e
ambientalmente relevante como é o caso de 0,5 mg.L™ de glifosato, a RO, que contém maior
quantidade dos chamados componentes “inertes”, provoca maior dano oXidativo, nos entanto as 3

formulages influenciam igualmente a qualidade espermatica.

Palavras-chave: herbicidas, glifosato, biomarcadores, peixe.
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6.2- INTRODUCAO

O glifosato, N-(fosfonometil) glicina, é um herbicida pertencente ao grupo quimico das
glicinas substituidas, po6s-emergente, de amplo espectro, ndo seletivo, usado mundialmente no
combate as plantas indesejaveis na agricultura, na inddstria, em areas urbanas e aquaticas
(Amarante Jr et al., 2002; Galli e Montezuma, 2005; WHO, 2005). No Brasil, ele tem sido utilizado
desde 1978 (Galli e Montezuma, 2005) e, no Estado Rio Grande do Sul sua aplicagdo ocorre,
principalmente, nas lavouras de arroz irrigado, atividade agricola de maior importancia na regido. O
glifosato, ao ser absorvido pelas plantas, inibe a enzima 5-enolpiruvoil-shikimato-3-fosfato
sintase (EPSPS) que catalisa reacdes de sintese de aminoécidos arométicos esséncias de vegetais
(Galli e Montezuma, 2005). A toxicidade aguda do glifosato para animais é considerada baixa
segundo dados da Organizacdo Mundial da Satde (WHO, 2005), porém, suas formula¢Ges como,
por exemplo, o Roundup®, sdo geralmente mais téxicas para organismos aquéticos devido a adicéo
do surfactante polietoxileno amina (POEA), utilizado para aumentar a eficacia do herbicida (Tsui e
Chu, 2004). Testes de toxicidade aguda (96-h) com diversas espécies de peixes teledsteos mostram
que a concentracdo letal mediana (CLsp) de glifosato puro é cerca de 10 vezes maior em
comparagdo & CLso do Roundup® (Giesy et al., 2000).

Peixes teledsteos tém sido considerados como bons modelos para avaliar os efeitos da
contaminacgdo aquatica por agrotoxicos e outros contaminantes. O peixe estuarino Jenynsia
multidentada (Jenyns, 1842), uma espécie que vive associada a plantacGes de arroz do sul do Brasil,
é apontado como um potencial bioindicador regional para avaliagdo de compostos quimicos em
diversos processos biologicos (Cazenave et al., 2005; Hued et al., 2006; Ballesteros et al., 2007,
Hued et al., 2012; Pinto et al., 2015). Por exemplo, a literatura mostra que o glifosato puro € capaz
de inibir a AChE em tecidos cerebrais e musculares de J. multidentada (Sandrini et al., 2013),
enquanto que seu formulado (Rundup®) e em concentracdes subletais, causa alteracdes
histopatoldgicas em branquias e figado destes animais (Hued et al., 2012), entretanto, os efeitos de
herbicidas a base de glifosato sobre pardmetros oxidativos ainda ndo estdo disponiveis para esta
espécie.

Certamente, muitos poluentes sdo capazes de induzir a formacéo de Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO), como o anion superoxido (O, "), o peroxido de hidrogénio (H.0,) e o radical
hidroxila (OH’) e devido a sua alta reatividade, as EROs podem reagir com lipidios, proteinas e
DNA, danificando suas estruturas e fun¢6es. No entanto, para neutralizar as EROs, 0s organismos
contam com um arsenal de defesa antioxidante composto por elementos enzimaticos (glutationa
peroxidase (GPx), catalase (CAT), superoxido desmutase (SOD), glutationa-S-transferase (GST)) e

ndo enzimaticos (glutationa reduzida (GSH), metalotioneina, melatonina, Vitamina E). Quando as
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defesas antioxidantes sdo insuficientes para neutralizar as EROs, o dano oxidativo ocorre. A
peroxidacdo lipidica (LPO), por exemplo, é um dano oxidativo que acontece em consequéncia da
reacdo das EROs com os lipideos de membrana das células, podendo afetar a permeabilidade
seletiva das membranas e, assim, todo o funcionamento celular. A LPO induzida por herbicidas tem
sido descrita para varias espécies de peixes (Sevgiler et al., 2004; Glusczak et al., 2006, 2007,
Modesto e Martinez, 2010a).

Considerando-se o fato de que a drenagem da agua das lavouras de arroz e aplicagdo dos
herbicidas coincide com a época de reproducdo de alguns peixes, como € o caso da J. multidentata
(final da primavera e durante o verdo) (Primel et al., 2005), é importante que também se conduzam
estudos a respeito dos efeitos de herbicidas sobre aspectos reprodutivos destes animais. A Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA, 2002) (Environmental Protection Agency —
United States) indica que o glifosato e sua formulagdo comercial (Roundup®) agem como
desreguladores enddcrinos, podendo interferir na sintese, secrecéo, transporte, ligacdo, acéo ou
eliminacdo dos horménios naturais no corpo responsaveis por fungdes como a reproducéo,
desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos aquaticos. Neste sentido, Hued et al. (2012)
observaram inibi¢do no nimero do cdpulas e no sucesso de acasalamento de machos de J.
multidentata expostos ao Roundup®, enquanto que Harayashiki et al. (2013) e Lopes et al. (2014)
observaram efeitos negativos do herbicida na qualidade espermatica do barrigudinho Poecilia
vivipara e do zebrafish Danio rerio, respectivamente.

Tendo em vista 0 exposto, 0 objetivo deste estudo € avaliar comparativamente os efeitos das
formulacdes & base de glifosato, Roundup Original®, Roundup Transorb® e Roundup WG®, sobre
parametros oxidativos e de qualidade espermatica em J. multidentata. A espécie J. multidentata
pode ser considerada como um bom modelo para avalia¢fes de atividade reprodutiva pelo:
dimorfismo sexual, presenca de gonopddio nos machos (estrutura tubular utilizada para
transferéncia de espermatozoide durante a copula) e viviparidade, caracteristicas que permitem que
estudos nestes animais sejam ainda mais extrapolados para outras espécies de vertebrados. Além
disso, é importante salientar que a maioria dos estudos sobre efeitos toxicoldgicos de herbicidas
incluem apenas um tipo de formulado ou o principio ativo, ndo havendo estudos comparativos que

possam sugerir formula¢Ges mais ou menos danosas a organismos ndo-alvos.

6.3- MATERIAIS E METODOS

6.3.1- Coleta e aclimata¢do dos animais
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Exemplares adultos de Jenynsia multidentata (machos: 0,54 + 0,03 g, 2,90 £ 0,06 cm e
fémeas: 0,69 + 0,03 g, 3,05 £ 0,05 cm) foram coletados (SISBIO 37129-2) em arroios que
desembocam na praia do Cassino, Rio Grande/RS, com auxilio de um puca. Os peixes capturados
foram transferidos para o Biotério Aquatico do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal do Rio Grande (ICB/FURG) onde foram aclimatados por 15 dias em tanques equipados
com filtro bioldgico, contendo agua na salinidade 5 ppt (agua salgada natural diluida em agua doce
declorada), sob condic6es controladas de fotoperiodo (12L:12E), temperatura (20°C) e aera¢ao
constante. Tanto no periodo de aclimatacdo quanto nos periodos experimentais foi mantida a
proporcao de 1g de peixe por litro de agua. Durante a aclimatacdo os animais foram alimentados
duas vezes ao dia, ad libitum, com ragdo comercial para peixes (ALCON BASIC®). Os parametros
fisico-quimicos da &gua foram monitorados nas variaveis: pH (7,1 + 0,10), nitrito (0,2 £ 0,29 ppm),
temperatura (21,4 + 0,69 °C), oxigénio dissolvido (6,7 + 1,37 mg.L™), salinidade (5 ppm), aménia
total (0,4 + 0,58 ppm) e fotoperiodo (12C: 12E) no decorrer do periodo de aclimatacéo e

experimentos.
6.3.2- Exposicdo dos peixes aos herbicidas
6.3.2.1- Teste de mortalidade

Para o estudo comparativo entre as 3 formulagdes propostas: Roundup Original® (RO),
Roundup Transorb® (RT) e Roundup WG® (RWG), uma concentracéo fixa de glifosato foi
escolhida e calculada a partir da concentracdo destes compostos em cada formulacéo (360, 480, 720
g.L™! de 4cido equivalente de glifosato nas formulagdes RO e RT e RWG, respectivamente). Esta
concentracdo foi determinada em decorréncia de um teste de mortalidade, onde 0s peixes
aclimatados (n=5, sendo machos e fémeas selecionados randomicamente) foram expostos
agudamente (96 h) as 3 formulacdes nas concentracdes nominais de 0,5, 1 e 5 mg.L™ de glifosato e
a mortalidade foi observada. Um grupo controle foi mantido ao longo do teste. As condigdes do
teste seguiram as condi¢Ges de aclimatacdo descritos acima, exceto pela adi¢cdo do herbicida na
agua. Os herbicidas foram adicionados na 4gua apenas no inicio do experimento e o meio nao foi
trocado. Durante o teste e 1 dia antes do mesmo os animais foram mantidos em jejum. Como
mencionado, foi mantida a proporcao de 1g de peixe por litro de &gua em cada aquario. Os peixes
sem movimentos respiratdrios e insensiveis a estimulos tateis foram considerados como mortos e
removidos do aquario. O resultado do teste de mortalidade apresentado na Tabela 2 (item 3) mostra
que apenas na concentracéo de 0,5 mg.L™ de glifosato ndo houve mortalidade, independente da

formulacéo testada, e, portanto, esta foi a concentracao escolhida para as analises de parametros
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oxidativos e de qualidade espermatica.

6.3.2.2- Teste para andlise dos parametros oxidativo

Para a analise dos parametros oxidativos, machos e fémeas aclimatados foram selecionados
(n=12) numa proporcao de 2 machos : 1 fémea, e expostos agudamente (96 h) & 0,5 mg.L™ de
glifosato nas formulages RO e RT. Um grupo controle foi mantido ao longo do experimento. As
condicdes do teste foram as mesmas descritas no item 6.3.1. Diariamente, ao longo das 96 h de
experimento, uma aliquota de agua foi retirada e filtrada (filtro 0,2 uM; Millipore, Merck, Séo
Paulo, Brasil) para monitorar a concentracéo de glifosato no meio. Os animais foram amostrados
nos periodos 6, 24 e 96 h de exposicdo para anélises de EROs, capacidade antioxidante total
(ACAP) e atividade da GST e, somente em 24 e 96 h para anélise de peroxidacdo lipidica (LPO).
Os peixes amostrados foram eutanasiados com dose letal de Benzocaina (500 pg.L™) e seus figados

dissecados para as analises bioquimicas.

6.3.2.3- Teste para analise da qualidade espermaética

A anélise da qualidade espermatica foi realizada em machos de J multidentata previamente
aclimatados. Os animais (n=10) foram expostos agudamente (96 h) & 0,5 mg.L™ de glifosato nas
formulagbes RO, RT e RWG (mesmas condi¢Oes experimentais descritas no item 6.3.1). Um grupo
controle foi mantido ao longo do experimento. Uma aliquota de agua também foi coletada
diariamente e filtrada (filtro 0,2 uM; Millipore, Merck, Sao Paulo, Brasil) para mensurar a
concentracdo de glifosato. Os animais foram amostrados nos periodos 0, 24 e 96 h de exposicéo,
eutanasiados (Benzocaina® 500 pg.L™) e tiveram seus testiculos dissecados e imersos em solugo
de Hanks balanceada descrita em Harayashiki et al. (2013) (HBSS; 0.137 M NaCl, 5.4 mM KCl,
0.25 mM NayHPOy, 0.44 mM KH,PO,4, 1.3 mM CaCl,, 1.0 mM MgSO, e 4.2 mM NaHCO3) para as

analises espermaticas.

Os protocolos descritos no item 6.3.2 foram aprovados pela CEUA/FURG (Comiss&o de Etica em
Uso Animal): Processo 23116.005051/2013-59.

6.3.3- Analises bioguimicas

Parte das amostras de figado (n=6) foram destinadas para as analises de EROs, ACAP e

atividade da GST, enquanto que na outra metade (n=6) foi analisada a LPO. Para as primeiras
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analises, os figados foram homogeneizados (9:1 w/v) em tampao composto por Tris-HCI (100mM),
EDTA (2mM) e Mg®* (5 mM) com pH ajustado em 7,75. Apds, as amostras foram centrifugadas
(10.000 x g, 20 min & 4°C), o pellet foi descartado e o sobrenadante utilizado para as anélises
propostas.

Para a quantificacdo de EROs, foi utilizado o diacetato de 2,7 diclorofluresceina (H,DCFDA,
Invitrogen) que na presenca de EROs gera fluorocromo, o qual € detectado nos comprimentos de
onda de 488 e 525 nm de excitagdo e emisséo, respectivamente. A capacidade antioxidante total
contra peroxi-radicais (ACAP) foi medida de acordo com método descrito por Amado et al., 2009.
O método é baseado na detec¢édo fluorimétrica de EROs também usando o 2,7’
diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,DCFDA, Invitrogen) como substrato. Neste caso o extrato
do tecido é exposto aos radicais peroxil gerados pela decomposigao térmica (35°C) do 2,2'-azobis
(2-methylpropionamidine) dicloridrato (ABAP, 4 mM) e a ACAP ¢ estimada por fluorimetria
(excitacdo: 485 nm; emissdo: 520 nm) através da diferenca da area gerada pelas EROs com e sem
ABAP, relativa a fluorescéncia registrada sem ABAP. As leituras fluorimétricas foram realizadas
em fluorimetro com leitor de microplacas (VICTOR?™ Multilabel Counter model 1420-051.
Turku, Finlandia). A atividade da GST foi determinada pela conjugacdo da glutationa reduzida
(GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), conforme a metodologia de Keen e William
(1976). Os dados de EROs, ACAP e atividade da GST foram relativizados pelo contetdo de
proteina no sobrenadante, o qual foi determinada pelo método do biureto (Dolles, Goiania, GO,
Brasil).

Para a analise de LPO, as amostras foram homogeneizadas (1:9 v/w) em tampao composto
KCI 1,15% e BHT 35uM, com pH ajustado para 7,75. A LPO foi determinada pelo método TBARS
de acordo com Oakes e Van der Kraak (2003). Este método se baseia na reacdo entre o
malondialdeido (MDA), um produto da degradacéo de lipidios peroxidados por EROs, e o0 &cido 2-
tiobarbitarico (TBA), que sob condic¢des de alta temperatura e acidez geram um cromogeno que €é
medido por espectrofluorimetria. Os dados foram normalizados considerando-se o peso Umido (mg)
dos tecidos empregados nas analises.

6.3.4- Analise da qualidade espermatica

Os testiculos dissecados foram coletados em tubos conicos de 1,5 ml contendo solucéo de
HBSS e agitados para a liberagdo dos espermatozeugmatas. Os espermatozoides foram, entéo,
liberados pelo rompimento dos espermatozeugmatas utilizando-se uma pipeta de 10 pL. A

suspensdo de espermatozoides foi a utilizada para as analises que serdo descritas abaixo.
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Para estimar-se a motilidade e a concentracdo espermatica, colocou-se 10 pL da suspenséo
de espermatozdides numa l&mina coberta com laminula. A motilidade foi observada ao microscopio
BX 41 Olympus (América Olympus América, Inc., S&o Paulo, SP, Brasil), com aumento de 200 x.
O resultado foi expresso em % de células movimentando-se ativamente para frente (Sun et al.,
2010). A concentracdo de espermatozoides foi determinada por contagem em camara de Neubauer
(\Varela Junior et al., 2012), os resultados foram expressos por numero de espermatozoides em 1 ml
de sémen.

A funcionalidade mitocondrial foi avaliada de acordo a metodologia de He e Woods (2004)
adaptada por Varela Jr. et al. (2012) com a utilizacdo do corante Rodamina 123 (Rh123) (> 96%,
Sigma-Aldrich). Para tanto, uma aliquota de 10 pl da suspensédo de espematozoides foi incubada
com 40 pl da solucéo de Rh 123 (13 uM) por 10 min & 20°C. Posteriormente, uma aliquota de 10 pl
da mistura foi colocada em Iamina, coberta com laminula e as células foram observadas em
microscopio epifluorescencia (Olympus BX 51, Ameérica, Sdo Paulo, SP, Brasil) com aumento de
400x. As células com mitocondrias funcionais exibiam fluorescéncia verde enquanto que aquelas
com alguma disfunc¢éo mitocondrial ndo apresentavam nenhuma fluorescéncia. Foram contadas 200
células, sendo que o indice de funcionalidade mitocondrial foi expresso como porcentagem de
espermatozoides que emitiam fluorescéncia verde em comparacdo com o nimero total de
espermatozoides analisados.

A integridade da membrana dos espermatozéides foi medida segundo metodologia descrita
por Harrison e Vickers (1990). Uma aliquota de 10pul da suspenséo de espermatozoides foi diluida
em 20 pl de solucdo salina. A solucdo estoque foi preparada com 950 L citrato de sodio (3%), 20
uL PI (> 95%, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), 20 uL CFDA (~95%, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil) e 10uL de formaldeido. Apds o periodo de incubacgdo, 10 ul da mistura foi colocada em
lamina, coberta por laminula e observada em microscopio de epifluorescencia (Olympus BX51,
América, Sdo Paulo, SP, Brasil) utilizando aumento de 400x. As membranas em perfeito estado
acumulam CFDA, que é hidrolisado em carboxifluoresceina gerando uma fluorescéncia de cor
verde, engquanto as células com membranas danificadas incorporam o Pl e emitem uma florescéncia
de cor vermelha. Para uma anélise quantitativa da integridade de membrana, 200 células foram
contadas e classificadas de acordo com sua coloracdo. Os dados foram expressos como percentual
de células com membrana integra em compargao com o numero total de células analisadas.

O laranja de acridina florescente (LA), método descrito por Tejada et al. (1984), foi usado
para avaliar a Integridade do DNA em células espermaticas de J multidentata. Foi feito um
esfregaco do esperma em l&mina, esperou-se secar ao ar e o material foi fixado em solugdo Carnoy
(3 partes de metanol:1 parte de acido acético glacial). As laminas foram lavadas com acido acético

(0,1M; pH 2,5) e coradas com solucdo de LA (0,2 mg.mL™ dissolvida em 4gua destilada) durante 5
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min. O esfregaco foi novamente lavado com agua destilada e coberto por laminula (Gandini et al.,
2006). Para a analise quantitativa, 200 células foram contadas usando microscopio de
epifluorescencia a 400x de aumento (Olympus BX 51, America, Sdo Paulo, SP, Brazil). As células
espermaticas com fluorescéncia verde foram considerados como células com DNA normal e
aquelas que mostraram fluorescéncia vermelha, laranja ou amarela foram considerados como
células com DNA danificado. Os dados expressos como percentagem de células com DNA integro

pelo nimero total de células contadas (200).
6.3.5- Medidas de glifosato na agua

Concentraces de glifosato nas amostras de 4gua foram determinadas por cromatografia
ibnica (IC Compact 881, Merohn, Herisau, Suica, Switzerland) com condutor condutimétrico,
utilizando troca coluna de troca idnica (Metrosep A Supp 5 150/4.0) e supressor quimico. A fase
mével foi feita com 9,6 mmol.L™ de 4cido sulfdrico. Foi preparada uma curva de calibragdo (0,05 —
2,0 mg.L™ de glifosato), utilizada para determinar a concentracéo de glifosato nas amostras
experimentais. Todas as injecdes foram realizadas com um ciclo de injecéo de 20uL. O limite de
quantificacdo e deteccao foi de 0,05 e 0,01 mg.L™, respetivamente. O método apresentou
linearidade para a curva de calibracdo tanto em agua ultrapura (r* = 0,999) e na matriz (meio
experimental) (r’= 0,998) (Amarante et al., 2002; Queiroz et al., 2011). A coleta e o tratamento dos

dados foi realizada utilizando o Software MagicNet 2,3 (Metrohm, Herisau, Suica).
6.3.6- Andlises dos dados

Os dados foram expressos como media * erro padrdo. As comparag@es entre 0s valores
médios foram feitas por analises de variancia de uma via (ANOVA — one way) seguido de teste a
posteriori de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 95% (p <0,05). Os parametros de
distribuicdo normal e homocedasticidade foram testados previamente. As andlises estatisticas foram

feitas usando o programa Sigma-Plot 11.0.
6.4- RESULTADOS

Os resultados de mortalidade séo apresentados na Tabela 1 e indicam que apenas na
concentragdo de 0,5 mg.L™ de glifosato ndo houve mortalidade em nenhuma das formulagoes
testadas. Esta concentracdo foi entdo a escolhida para avaliacdo de parametros oxidativos e para

avaliagéo da qualidade espermatica. Em ambos os testes, foram medidas as concentragdes de
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glifosato na agua, sendo que os resultados foram: 0,53 + 0,01; 0,59 + 0,02 e 0,93 + 0,09 mg.L™
(valores médios * erro padrdo) de glifosato para as formulagdes RO, RT e RWG, respectivamente.
As concentragdes de glifosato nos experimentos com as formula¢ées RO e RT ndo diferiram entre
0s testes e, portanto, o resultado apresentado é uma média das medidas de ambos os experimentos.
Por outro lado, na agua dos tratamentos controle, o glifosato nao foi detectado. Caso houvesse
glifosato na &gua controle, ele estaria em concentracdes inferiores & 0,05 mg.L™, que é o limite de

deteccdo do equipamento.

Tabela 1. Percentual de mortalidade de J. multidentata (n=5) expostas por 96 h as concentragdes de
0,5, 1 e 5 mg.L™ de glifosato nas formulacdes Roundup Original® (RO), Roundup Transorb® (RT) e
Roundup WG® (RWG).

Tratamento RO RT RWG
Controle 0% 0% 0%
0,5mg.L* 0% 0% 0%

1mg.L? 0% 40% 20%
5mg.L™ 0% 60% 20%

Quanto as medidas bioguimicas dos parametros oxidativos, a Fig. 5 mostra um aumento
significativo na quantidade de EROs ao longo do tempo, sendo que nos animais do grupo controle e
RO este aumento foi em torno de 4 x e ocorreu no tempo 24 h em relacdo as 6 h, mantendo-se
estavel em 96 h. Em contrapartida, nos animais expostos a RT, a quantidade de EROs permaneceu
inalterada em 6 e 24 h de experimento, mas sofreu um aumento de cerca de 1000 x em 96 h de
exposi¢cdo. Ainda, comparando-se 0s grupos experimentais, 0s animais expostos ao RT
apresentaram maior quantidade de EROs em 96 h quando comparados aos controles e expostos ao
RO, que ndo diferiram entre si em nenhum tempo experimental. Os resultados expressos na Fig. 6
mostram uma reducdo de ACAP no figado dos animais controle e expostos ao RO as 24 h de teste.
No entanto, os animais destes 2 tratamentos tentam recuperar sua capacidade antioxidante as 96 h, o
que s6 ocorre significativamente para os individuos do grupo controle. J&, nos animais expostos ao
RT nédo houve alteracdo de ACAP entre os tempos de amostragem, e a quantidade de ACAP
também ndo variou significativamente entre os tratamentos para todos os tempos amostrais.

Ainda no escopo da capacidade antioxidante, a Fig. 7 mostra que atividade da GST aumenta
progressivamente em todos 0s grupos experimentais, mas este aumento € significante apenas em 96
h, momento mais critico do teste onde houve um grande aumento de EROs nos animais expostos ao

RT. Além disso, as variagdes observadas na atividade da GST parecem se dar em funcdo do tempo
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de exposicéo, ja que ndo diferiu entre os tratamentos. O aumento significativo da atividade da GST
em 96 h de teste, pode também ser um reflexo do aumento das EROs observados na Fig. 5,
principalmente nos animais expostos ao RT. Estas variagoes entre EROs, ACAP e GST estéo
ligadas aos resultados de peroxidacéo lipidica (LPO) apresentados na Fig. 8.

Observando-se os animais do grupo controle, o aumento na geragdo de EROs e reducédo de
ACAP em 24 h de experimento refletiu numa alta taxa de LPO no tempo experimental
correspondente. No entanto, as 96 h de teste, a recuperacdo nos niveis de ACAP e 0 aumento na
atividade da GST levaram a uma reducéo na LPO nos figados destes animais. Este quadro foi
diferente para os animais expostos aos herbicidas. De fato, os animais expostos ao RO,
apresentaram aumento de EROs em 24 e 96 h de teste com concomitante baixa da capacidade
antioxidante e, mesmo com o aumento da atividade da GST, os animais ndo conseguiram evitar o
dano oxidativo pronunciado em 96 h que inclusive foi maior que o observado para 0s grupos
controle e RT. Ja, para 0s animais expostos ao RT, a manutencao dos niveis de ACAP e aumento da
GST conseguiram, possivelmente, neutralizar o aumento da quantidade EROs em 96 h de forma que
né&o foram detectadas diferencas na LPO nestes animais entre 24 e 96 h. Assim, mesmo que 0
herbicida RT tenha incrementado fortemente a geracdo de EROs, ele ndo foi tdo danosos quanto o
RO que apresentou maior dano oxidativo (LPO).

Em relacdo as analises espermaticas, houveram diferencas significativas apenas nas analises
de motilidade espermaética (Fig. 10), funcionalidade mitocondrial (Fig. 11) e integridade de DNA
(Fig. 13). Todos os herbicidas reduziram a motilidade dos espermatozoides de J. multidentata em
24 e 96 h de teste com relacdo ao tempo 0 h e seus respectivos controles temporais. No que compete
a concentracao de espermatozoides (Fig. 9), foi observada queda deste parametro para todos os
tratamentos no tempo 24 h, mas esta ndo foi estatisticamente significante (Fig. 9). Nas analises de
funcionalidade mitocondrial observou-se queda no percentual de células com mitocéndrias
funcionais apenas no grupo tratado com RT e ap0s 24 h de teste com recuperacdo as 96 h. Por outro
lado, o Unico herbicida que reduziu o percentual de células com DNA integro foi 0 RWG também
as 24 h de experimento. Os resultados indicam que os herbicidas podem provocar alteracdes iniciais
na qualidade espermaética, sendo que algumas como funcionalidade mitocondrial e integridade de

DNA se normalizam posteriormente.

6.5- DISCUSSAO

Apesar de sua acéo herbicida, muitos estudos tém demostrado que o glifosato e suas
formulacGes sdo toxicas para peixes (Giesy et al., 2000; Glusczak et al., 2007; Modesto e Martinez,

2010a, 2010b; Hued et al., 2012; Sandrini et al., 2013). As formulagdes RO e RT sdo compostas
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pelo sal de isopropilamina de glifosato, diferindo da formulacdo RWG que contem sal de aménia de
glifosato. Uma das particularidades das formulacdes é sua velocidade de translocacéo (Molin &
Hirase, 2005). O sal de amonia da formulagdo RWG, por exemplo, estimula a atividade de
ATPases, acelerando a aderéncia do herbicida nas folhas das plantas e, promovendo uma absor¢édo
mais eficiente do produto. No caso do RT, a translocacdo € mais rapida e concentra-se,
principalmente, nas raizes. Estas trés formulagdes (RO, RT, RWG) foram as primeiras formulacdes
comercias langadas no mercado mundial pela empresa Monsanto, e sdo as mais usadas pelos
agricultores por sua seguranca e resultado na erradicacdo de ervas daninhas (Rodrigues, 2005) . No
Brasil, elas também sdo amplamente usadas, inclusive, nas culturas de arroz irrigado do Rio Grande
do Sul. Apesar da variedade de formula¢es no mercado, a maioria dos estudos ecotoxicologicos
adota apenas um herbicida, sendo os mais comuns as variagfes RO e RT. Neste contexto, o presente
trabalho apresenta um diferencial que é fazer uma analise comparativa entre as formulacdes de RO,
RT e RWG. De acordo com suas bulas, 0 RO, RT e RWG variam entre si no conteudo de sal de
isopropilamina (IPA) ou sal de aménia de glifosato, &cido equivalente de glifosato e ingredientes
“inertes”. Neste ultimo entram os surfactantes, como o POEA (sintetizado a partir de &cidos graxos
derivados de animais), adicionado para facilitar a penetracéo do herbicida na superficie da planta e,
consequentemente, melhorar sua efetividade (Williams et al., 2000). Entretanto, o surfactante
POEA ndo é um componente inerte, pois eleva a toxicidade do herbicida para animais, provocando
alteracOes nas suas membranas lipidicas e, consequentemente, na estrutura e fungées das células
(Cooper e Hausman, 2007). Tsui e Chu (2003) mostraram que a CLsg (concentracdo letal mediana
para 50% dos animais) do surfactante POEA e da formulacdo Roundup® para os crustaceos
Ceriodaphnia dubia e Acartia tonsa é cerca de 40 x menor do que a CLso do &cido equivalente de
glifosato ou IPA. Os autores ainda reportam que o POEA é responsavel por mais de 86 % da
toxicidade do Roundup® nestes animais e que a contribuicdo do POEA para esta toxicidade é
espécie-dependente. Em peixes teledsteos, também observam-se variacdes entre a CLso (96 h) do
glifosato, do Roundup® e do surfactante. Por exemplo, Geisy et al. (2000) em sua revisdo reporta
que a CLsg (96 h) de glifosato, Roundup® e do POEA para o peixe Bluegill Lepomis macrochirus
foram calculadas em 24, 5,8 e 1,3 mg.L™, respectivamente. J&, para o salméo Oncorhynchus
tshawytscha, a CLso (96 h) foi de 30 mg.L™ para o glifosato, 20 mg.L™ para o Roundup® e 2,8
mg.L™ para o POEA (Geisy et al, 2000). Além disso, os valores de CLsq (96 h) de Roundup® ainda
variam amplamente entre as espécies com resultados que vio de 2 a 50 mg.L™ (Geisy et al., 2000;
Hued et al., 2012; Folmar et al., 1979; WHO, 1994; Mitchell et al., 1987; Abdelghani et al., 1997;
Jiraungkoorskul et al., 2002) do herbicida. Segundo Hued et al. (2012), a CLso (96 h) do Roundup
Max Granular®, outra variagdo do glifosato, calculada para J. multidentata é de 19,02 mg.L™, o que

classifica esta espécie como moderadamente sensivel a0 Roundup®. Com a finalidade de se fazer
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esta analise comparativa dos herbicidas e indicar o mais toxico aos animais, escolheu-se uma
concentracgdo fixa de glifosato ndo letal a J. multidentata nas formulagdes de interesse RO, RT e
RWG para performar os testes agudos de anélise de pardmetros oxidativos e qualidade espermatica
(96 h). Para tanto, os peixes foram submetidos a um teste de mortalidade onde foram expostos a 3
concentragdes de glifosato: 0,5, 1, 5 mg.L™ calculadas com base na concentragéo de 4cido
equivalente de glifosato em cada formulacdo. A concentracdo onde ndo houve letalidade e, portanto,
a escolhida para avaliagdo dos parametros oxidativos e esperméticos foi a de 0,5 mg.L™ de
glifosato. Esta concentracdo, ainda, pode ser considerada como ambientalmente relevante, uma vez
que Guilherme et al. (2010) detectaram concentracdes de 0,01 a 0,7 mg.L ™ de glifosato em naturais
de Aveiro (Portugal), sendo que, em situacOes extremas, depois da aplicacdo direta do herbicida na
4gua, os autores detectarem o glifosato na concentragdo 1,7 mg.L™. No entanto, segundo os dados
de mortalidade, a formulacdo RT é a mais tdxica seguida pela RWG. Apesar de conterem menor
propor¢ao de componentes “inertes” que a formulagdo RO, elas podem estar variando em outros
compostos nao revelados ou ndo conhecidos que aumentam sua toxicidade para espécies nao-alvo.

Os parametros oxidativos medidos nos peixes expostos aos herbicidas mostram claramente
um desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a geracdo de EROs com consequente dano, e essa
situacdo foi bem evidenciada nos figados dos animais expostos ao RO que apresentaram aumento
de EROs e reducdo na capacidade antioxidante total as 24 h de teste (Fig. 5 e 6) o que se refletiu
num aumento expressivo de LPO as 96 h tanto com relagdo ao grupo exposto ao RO em 24 h,
quanto em comparacao ao controle do respectivo tempo experimental (96 h) (Fig. 8); e mesmo com
aumento da atividade da GST as 96 h, 0 aumento na LPO ndo foi evitado. Ja os peixes expostos ao
RT tiveram aumento expressivo de EROs em seus figados as 96 h de teste, mas a manutencdo da
capacidade antioxidante (Fig. 5, 6 e 7, respectivamente) parece ter evitado um amento na LPO de
24 para 96 h (Fig. 8), que ainda assim foi maior que no grupo controle do respectivo tempo
experimental. Tais resultados indicam a formulacdo RO, em concentracfes ndo letais, € mais danosa
a J. multidentata. Cabe salientar que as medidas de quantificacdo de EROs e ACAP foram
escolhidas com o objetivo de se obter uma situagédo geral da condic¢do oxidativa do animal e, a
atividade da GST por ser uma enzima multifuncional que ndo apenas catalisa a conjugacéo de
xenobidticos com a GSH para sua eliminacdo, mas que reage diretamente com os lipideos
peroxidados, neutralizando-os e evitando dano oxidativo de membrana.

Diversos sdo os trabalhos que mostram efeitos do Roundup® sobre parametros oxidativos
em peixes. No que compete as defesas antioxidantes, Modesto e Martinez (2010b) mostraram que o
RT provocou reducdo transitoria na atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e
superdxido desmutase (SOD) e que inibiu a enzima GST em figado do peixe curimbata Prochilodus

lineatus. Na mesma linha, Lushchak et al. (2009) observaram uma reducdo de 29 a 34% na
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atividade de GST no figado do peixe dourado Carassius auratus L. apds exposicdo ao Roundup®
(96 h) e indicaram também situacdo de estresse oxidativo nestes animais ndo apenas induzida pela
reducdo na atividade da GST, mas também por uma reducdo do complexo enzimatico antioxidante
total. No entanto, no primeiro trabalho os animais apresentaram aumento de LPO que foi revertido
as 96 h de teste, ficando com 0s mesmos niveis dos animais do grupo controle, enquanto que no
segundo trabalho ndo se observou LPO apds exposicdo ao herbicida. Em contrapartida, existem
estudos demonstrando que o Roundup® ndo afeta a atividade da GST, como é o caso do trabalho de
Harayashiki et al., (2013) que mostra queda nos niveis LPO no figado do barrigudinho Poecilia
vivipara exposto & 0,70 mg.L™ de glifosato na formulacdo RO, concentragdo muito semelhante a
utilizada no presente estudo. Com base neste dado, podemos sugerir que a J. multidentata é mais
sensivel ao RO que a espécie de Poecilideo Poecilia vivipara.

Em relacdo a qualidade espermatica apenas as analises de motilidade (Fig. 10),
funcionalidade mitocondrial (Fig. 11) e integridade de DNA (Fig. 13) dos espermatozoides
apresentaram-se sob efeito dos herbicidas, sendo a motilidade o pardmetro mais sensivel, pois foi
inibida pelo glifosato nas 3 formulagdes experimentais (RO, RT e RWG) em 24 e 96 h de
exposicdo. Lopes et al. (2014) reportam um caso similar com espermatozéides de machos de
zebrafish Danio rerio expostos & 5 mg.L™ de glifosato puro, onde detectaram uma reducéo na
motilidade e concentracdo espermatica apds 24 h de exposicao, entretanto, estes parametros voltam
ao normal apds 96 h de experimento. No mesmo trabalho, quando os peixes sdo expostos a 10
mg.L™ de glifosato, a motilidade nio sofre alteracdo alguma. A motilidade é um parametro de
extrema importancia para o sucesso da fertilizacdo do odcito (Rurangwa et al., 2004). Entretanto,
para haver motilidade € necessario atividade mitocondrial intensa produzindo energia, por este
motivo uma alteracdo na funcionalidade mitocondrial das células espermaticas também prejudica o
sucesso reprodutivo. Neste contexto, observou-se um efeito negativo do RT no percentual de
espermatozoides com boa funcionalidade mitocondrial, mas este quadro foi revertido em 96 h de
teste. J&, Lopes et al. (2014), observaram uma reducdo tempo-dependente neste percentual em
células espermaticas de zebrafish expostas a 5 e 10 mg.L™ de glifosato. Os resultados de Lopes et
al. (2014) corroboram com os de Harayashiki et al. (2013) que observaram reducéo significativa no
percentual de espermatozoides com funcionalidade mitocondrial em P. vivipara expostos ao RO nas
concentracdes de 0,13 e 0,70 mg.L™ de glifosato em 96 h de teste. Resultados correspondentes &
integridade do DNA observados em J. multidentata também foram afetados pela exposi¢édo ao
Roundup®, mas na formulacdo RWG em 24 h com recuperacdo as 96 h de teste. Lopes et al. (2014)
apresentam um padrédo parecido com o deste trabalho para espermatozoides de zebrafish expostos a
5 mg.L™ de glifosato. Alguns trabalhos mostram que o dano de DNA nos espermatozoides resultam

numa menor taxa de fertilidade e/ou problemas de fecundagéo (Agarwall e Allamaneni, 2004;
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Bakos et al., 2007). Em termos gerais, 0s resultados de qualidade espermatica apresentados para a J.
multidentata, indicam que os herbicidas afetam a fertilidade destes animais o que pode inclusive
influenciar no seu comportamento de corte apresentando baixa atividade sexual, menor eficacia no
momento da copula e alto investimento de energia para o acasalamento como o ja observado por
Hued et al. (2012) para machos desta expostos agudamente & 0,5 mg.L™* de Roundup®.

Por fim, este trabalho reforga a preocupagéo com o langamento de herbicidas nos corpos
d’agua em fun¢ao das alteracdes bioldgicas aqui observadas. Ainda, os resultados avigoram o uso
da J. multidentata como espécie com grande potencial biomonitor regional para locais
contaminados com herbicidas e poluentes que atingem o meio ambiente (Ferreira et al., 2012; Pinto
et al., 2015) sendo que os parametros LPO e motilidade espermatica parecem ser os biomarcadores
que melhor respondem & contaminag&o aquética por Roundup® no &mbito da espécie em estudo.

6.6- CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados podemos concluir que os herbicidas a base de glifosato
RO, RT e RWG causam danos a espécie de peixe J. multidentata, induzindo o estresse oxidativo e
influenciando negativamente a reproducao da espécie por afetar a qualidade espermatica dos
machos. No que compete a analise comparativa das formulagGes, o RT parecer ser 0 mais toxico
com base nos dados de mortalidade, mas quando o glifosato encontra-se em concentragdes néo-
letais e ambientalmente relevante, a formula¢do RO se mostra mais danosa, visto 0 aumento na
LPO no figado dos animais expostos a esta formulacdo. Quanto a qualidade espermatica, as 3
formulagdes influenciam igualmente. Por fim, os resultados deste trabalho reforcam o uso da J.
multidentata como um bom biomonitor regional para locais contaminados com herbicidas, sendo
que os parametros LPO e motilidade espermatica parecem ser os biomarcadores que melhor

respondem & contaminacdo aquatica por Roundup® no ambito da espécie em estudo.
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6.9- LEGENDA PARA FIGURAS

Fig 5. Espécies reativas de oxigénio (EROs) em figado de J. multidentata mantidos em condigdes
de controle ou expostos por 6, 24 e 96 h as formulaces Roundup Original® (RO) e Roundup
Transorb® (RT) na concentracdo de 0,5 mg.L™ de glifosato. Os dados estdo expressos como média +
erro padrdo. Letras minusculas representam diferencas significativas (p < 0,05) para 0 mesmo
tratamento em diferentes tempos experimentais. Letras maiusculas representam diferencas

significativas (p < 0,05) entre os tratamentos a cada tempo amostral.

Fig 6. Capacidade antioxidante total (ACAP) em figado de J. multidentata mantidos em condicdes
de controle ou expostos por 6, 24 e 96 h as formulaces Roundup Original® (RO) e Roundup
Transorb® (RT) na concentracdo de 0,5 mg.L™ de glifosato. Os dados estdo expressos como média +
erro padrdo. Letras minusculas representam diferencas significativas (p < 0,05) para 0 mesmo
tratamento em diferentes tempos experimentais. Letras maidsculas representam diferengas

significativas (p < 0,05) entre os tratamentos a cada tempo amostral.

Fig 7. Atividade da Glutationa-S-tranferase (GST) em figado de J. multidentata mantidos em
condicBes de controle ou expostos por 6, 24 e 96 h as formulacdes Roundup Original® (RO) e
Roundup Transorb® (RT) na concentracio de 0,5 mg.L™ de glifosato. Os dados estdo expressos
como média * erro padrdo. Letras minusculas representam diferencas significativas (p < 0,05) para
0 mesmo tratamento em diferentes tempos experimentais. Letras maitsculas representam diferencas

significativas (p < 0,05) entre os tratamentos a cada tempo amostral.

Fig 8. Peroxidacdo lipidica (LPO) em figado de J. multidentata mantidos em condi¢des de controle
ou expostos por 24 e 96 h as formulagdes Roundup Original® (RO) e Roundup Transorb® (RT) na
concentragdo de 0,5 mg.L™ de glifosato. Os dados estdo expressos como média + erro padrao.
Letras minusculas representam diferencas significativas (p < 0,05) para 0 mesmo tratamento em
diferentes tempos experimentais. Letras maiusculas representam diferencas significativas (p < 0,05)

entre os tratamentos a cada tempo amostral.

Fig 9. Concentracdo de células espermaticas em 1 ml de esperma de machos de J. multidentata
mantidos em condigdes de controle ou expostos por 0, 24 e 96 h, as formulagdes Roundup
Original® (RO), Roundup Transorb® (RT) e Roundup WG® (RWG) na concentragdo de 0,5 mg.L"

Yde glifosato. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. Letras minGsculas representam
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diferencas significativas (p < 0,05) para 0 mesmo tratamento em diferentes tempos experimentais.
Letras mailsculas representam diferencas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos a cada

tempo amostral.

Fig 10. Percentual de células espermatica de machos de J. multidentata apresentando motilidade em
animais mantidos em condi¢des controle ou expostos por 0, 24 e 96 h, as formula¢ées Roundup
Original® (RO), Roundup Transorb® (RT) e Roundup WG® (RWG) na concentragdo de 0,5 mg.L’
Yde glifosato. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. Letras minGsculas representam
diferencas significativas (p < 0,05) para 0 mesmo tratamento em diferentes tempos experimentais.
Letras mailsculas representam diferencas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos a cada

tempo amostral.

Fig 11. Percentual de células espermatica de machos de J. multidentata apresentando
funcionalidade mitocondrial em animais mantidos em condig¢des controle ou expostos por 0, 24 e 96
h, as formulacdes Roundup Original® (RO), Roundup Transorb® (RT) e Roundup WG® (RWG) na
concentracdo de 0,5 mg.L de glifosato. Os dados estdo expressos como média + erro padréo. Letras
minusculas representam diferencas significativas (p < 0,05) para 0 mesmo tratamento em diferentes
tempos experimentais. Letras maiusculas representam diferencas significativas (p < 0,05) entre os
tratamentos a cada tempo amostral.

Fig 12. Percentual de células espermatica de machos de J. multidentata apresentando integridade de
membrana em animais mantidos em condicGes controle ou expostos por 0, 24 e 96 h, as
formulacdes Roundup Original® (RO), Roundup Transorb® (RT) e Roundup WG® (RWG) na
concentracdo de 0,5 mg.L " de glifosato. Os dados estdo expressos como média + erro padréo. Letras
minusculas representam diferencas significativas (p < 0,05) para 0 mesmo tratamento em diferentes
tempos experimentais. Letras maiusculas representam diferencas significativas (p < 0,05) entre os
tratamentos a cada tempo amostral.

Fig 13. Percentual de células espermatica de machos de J. multidentata apresentando integridade de
DNA em animais mantidos em condi¢6es controle ou expostos por 0, 24 e 96 h, as formulacdes
Roundup Original® (RO), Roundup Transorb® (RT) e Roundup WG® (RWG) na concentragdo de
0,5 mg.L 'de glifosato. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. Letras mintsculas
representam diferengas significativas (p < 0,05) para o mesmo tratamento em diferentes tempos
experimentais. Letras maidsculas representam diferencas significativas (p < 0,05) entre os

tratamentos a cada tempo amostral.
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7- NORMAS DA REVISTA AQUATIC TOXICOLOGY

GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Types of paper

1. Original Research Papers (Regular Papers)

2. Review Articles

3. Short Communications

4. Letters to the Editor

Original Research Papers should report the results of original research. The material should not
have been previously published elsewhere, except in a preliminary form.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered

1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to ‘the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published

literature.
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Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may
stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent
appendix, Eg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

 Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately
after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of
each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and
area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

« Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be indicated as a
footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.
Abstract

A concise and factual abstract is required of no more than 400 words. The abstract should state
briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separate from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References
should be avoided, but if essential, they must be cited in full, without reference to the reference list.
Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be
defined at their first mention in the abstract itself.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These

keywords will be used for indexing purposes.
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Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of
the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.
Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in
italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any
equations that have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).
Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the
case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at
the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

» Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

» For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source
files.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi
IS required.

Please do not:

AUTHOR INFORMATION PACK 27 Mar 2014 www.elsevier.com/locate/agtox 9

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too
low.

* Supply files that are too low in resolution.

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these
illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you
will receive

information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to ‘gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum
but explain all symbols and abbreviations used.

Tables
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Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to
tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical
rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate
results described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If
these references are included in the reference list they should follow the standard reference style of
the journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results'
or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been
accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the
sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct.
Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may
prevent link creation. When copying references, please be careful as they may already contain
errors. Use of the DOI is encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed.
Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication,
etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list)
under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal
title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the
pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the

journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
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will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references
yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al." and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a’, 'b', 'c’, etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones,
B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp.
281-304.

Journal abbreviations source

If journal names are abbreviated, the abbreviations should follow the List of Title Word
Abbreviations:

http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the
journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present: One author has been designated as the
corresponding author with contact details:

» E-mail address
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* Full postal address

* Telephone

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

* All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

« Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

 Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of
charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-
white in print

* If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing purposes For any further information please visit our customer support site at

http://support.elsevier.com.
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