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RESUMO

Atualmente, diversas formulagdes de herbicidas a base de glifosato estdo disponiveis no mercado.
No entanto, diferentes surfactantes sao também adicionados as formulagdes a fim de aumentar a
eficacia do produto, o que pode contribuir significativamente para o aumento da toxicidade do
herbicida aos organismos nao alvos. Este estudo avaliou a genotoxicidade e o estresse oxidativo em
planarias aquaticas (Dugesia schubarti) expostas as formulagdes de glifosato Roundup” Original,
Roundup” Transorb e Roundup” Ready. As planarias foram expostas a solu¢des de 0.5 mg/L de
equivalente acido de glifosato das trés formulacdes durante 4, 8 e 16h. A genotoxicidade foi
avaliada através do ensaio cometa e o estresse oxidativo foi medido através da atividade das
enzimas superdxido dismutase (Sod) e catalase (Cat) e pelas substincias reativas com o acido
tiobarbitirico (TBARS). Todas as formulacdes foram capazes de induzir danos ao DNA e estresse
oxidativo. A atividade de Sod aumentou entre 4 e 16h, enquanto os niveis de TBARS diminuiram
entre 4 e 16h de tratamento. A atividade de Cat permaneceu diminuida em todos os tempos de
exposi¢do para as trés formulagdes testadas. Esses resultados demonstram que formulagdes de
herbicida contendo glifosato sdo capazes de causar dano ao DNA e alterar o balanco oxidativo em

planarias indicando que a toxicidade deste herbicida ndo esta restrita as plantas.



ABSTRACT

Currently, several glyphosate-based herbicide formulations are available in the market. However,
different surfactants are also added to the formulation in order to increase the effectiveness of the
product, what it can contribute significantly to the toxic effect exerted by the herbicide to the non
target organisms. This study evaluated the genotoxicity and the oxidative stress in freshwater
planarians exposed to the glyphosate formulations Roundup” Original, Roundup” Transorb and
Roundup” Ready. The planarians were submitted to 0.5 mg/L of glyphosate formulations during 4,
8, and 16h. The genotoxicity was evaluated through comet assay, and the oxidative stress was
measured through the superoxide dismutase (Sod) and catalase (Cat) activity and by thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS). All three formulations were able to induce genotoxicity and to
disturb the antioxidants activity in different ways. While Sod increased between 4 and 16h, TBARS
decreased between 4 and 16h, and Cat stayed depressed during all time-points tested. These results
demonstrate that herbicide formulations which contend glyphosate can induce damage to the DNA
and to modify the oxidative balance in planarians, indicating that the toxicity of this herbicide is not

restricted to the plants.



1. INTRODUCAO

Glifosato ¢ o herbicida pds-emergente mais utilizado em todo mundo. No mercado
estdo disponiveis diversas formulacdes, das quais fazem parte diferentes surfactantes com a
finalidade de aumentar a eficacia do herbicida. Por possuir um mecanismo de acdo especifico
para plantas, o glifosato ¢ considerado de baixa toxicidade ao homem e outros animais.
Contudo, recentes estudos demonstram que o glifosato ndo pode ser considerado inécuo. O
herbicida pode ser responsavel pelo retardo do desenvolvimento de girinos, contribuindo
assim, para a redugdo da populacdo de anfibios. O principal responsavel pela toxicidade de
Roundup”, herbicida que contém glifosato em sua formulacdo, é atribuido ao surfactante
polioxietileno amina (POEA), o qual ¢ considerado um ingrediente inerte pelos fabricantes.
Estudos ainda ndo publicados em nosso laboratério demonstram que planarias sdo muito
sensiveis a surfactantes. Estes dados sugerem que as planarias também poderiam ser afetadas
pelo herbicida glifosato.

Alguns estudos tém reportado que a formulacao técnica do glifosato pode causar danos
ao DNA. No entanto, pouco se conhece sobre os efeitos genotdxicos de formulagdes do
hebicida glifosato, especialmente em exemplares de invertebrados aquaticos. Além disso,
estudos sobre geragdo de espécies reativas, defesas antioxidantes e danos oxidativos gerados

pelo glifosato em invertebrados sdo inexistentes. Desta forma, torna-se importante a validagao



de biomarcadores de estresse oxidativo como indicadores de toxicidade na biota aquatica.

Dentre as técnicas mais rapidas e simples para deteccdo de dano genotoxico destaca-se
o ensaio cometa. O ensaio cometa detecta lesdes gendmicas passiveis de reparo. No entanto,

se ndo reparadas, ou reparadas erroneamente, podem resultar em mutagoes.

Algumas caracteristicas tornam interessante a aplicagdo das planarias como modelo de
estudo, como a sua posi¢ao filogenética basal, a grande sensibilidade a toxinas, a distribuicao
ampla com a possibilidade de espécies ou linhagens endémicas da regido de estudo, a
capacidade de metabolizar substancias complexas e o cultivo facil e barato em laboratdrio.

Levando em conta a extensa aplicagdo do teste cometa e as caracteristicas das
planarias, o objetivo deste trabalho foi avaliar o dano ao DNA em plandrias expostas a
diferentes formulagdes do herbicida glifosato, bem como medir os niveis de peroxidagdo
lipidica e a atividade das enzimas antioxidantes catalase e superdxido dismutase nos mesmos

organismos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Glifosato

Glifosato [N-(fosfonometil) glicina] (Figura 1) é um herbicida pds-emergente,
sistémico e ndo-seletivo usado tanto em areas agricolas como ndo agricolas. E usado para
exterminar plantas como gramas, plantas lenhosas e perenes. O glifosato age inibindo a
sintese de aminoacidos aromaticos em plantas (Bolognesi et al., 1997). O glifosato ¢ um acido
organico fraco derivado do aminoacido glicina tem como principal metabolito o acido
aminometil fosfonico (AMPA). E normalmente formulado como sal de isopropilamina de
glifosato. Outros ingredientes conhecidos como inertes ou aditivos sdo também adicionados a
formulacao a fim de aumentar a eficacia do herbicida.

Figura 1. Formula estrutural do herbicida glifosato.
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Glifosato representa 60% da venda mundial de herbicidas. Foi desenvolvido pela Monsanto
Company em meados de 1970. Com a perda da patente de producdo do glifosato, a qual
ocorreu em 2000, muitos novos herbicidas baseados nesse composto ativo t€ém entrado no
mercado. Cada um desses formulados contém diferentes surfactantes e, em comparagdao com a
formulagdo original do Roundup®, alguns desses novos produtos podem apresentar menos

toxicidade ao ambiente (Howe et al., 2004).



Em propor¢do ao seu extenso uso, poucos estudos tem sido feitos sobre o impacto
ambiental ¢ na satde humana causados pelo glifosato. A falta de interesse em estudo
envolvendo glifosato ¢ devida a sua dificil e dispendiosa deteccdo no ambiente (Buffin &
Jewell, 2001).

Embora seja um herbicida considerado de pouca toxicidade, Relyea (2004) reportou
um declinio de 70% na biodiversidade de anfibios ¢ 86% de morte no numero total de girinos
tratados com o herbicida Roundup®. Segundo Howe et al. (2004), que avaliaram seis
formulacdes a base de glifosato, diferentes niveis de toxicidade foram encontrados,
concluindo que o principal fator responsavel pela toxicidade seria o surfactante polioxietileno
amina (POEA) utilizado na formulacdo. O glifosato tem uma meia-vida aquatica em torno de
2 a 14 dias, mas quando associado com o surfactante POEA este tempo tem sido estimado de
21 a 42 dias (Giesy et al., 2000).

Clements et al. (1997) demonstraram que Roundup® e Sencor — 500F (metribuzin)
causaram dano no DNA de girinos de Rana catesbiana, avaliado pelo ensaio cometa.
Diversos estudos in vitro, realizados em cultura de linfocitos bovinos e medula éssea de
camundongos, tem detectado atividade genotdxica tanto para o produto técnico do glifosato
como para suas formulagdes (Sikikova & Dianovski, 2006; Dimitrov et al., 2006; Lioi et al.,
1998; Rank et al., 1993). Entretanto, resultados negativos ou apresentando fraca
genotoxicidade das formulagdes ou do composto ativo também podem ser encontrados (Li &
Long, 1988). E interessante notar que Li & Long (1988), pesquisadores da empresa
Monsanto, fizeram uma revisao da literatura onde foram empregados seis diferentes testes de
genotoxicidade. Os autores afirmaram que todos os testes foram negativos e que nao existe
risco para humanos. Deve-se tomar em conta a instituicdo destes autores e a data da revisdo,
pois atualmente ndo se pode fazer tal afirmagao.

O herbicida Roundup” Ready, recentemente introduzido pela empresa Monsanto, é



utilizado em plantas resistentes ao glifosato, as quais foram desenvolvidas pela mesma
empresa do herbicida. Além de seus efeitos toxicos serem relativamente pouco conhecidos, o
uso desse herbicida tem aumentado consideravelmente, o que € preocupante para espécies nao
alvo, como os animais aquaticos (Braush & Smith, 2007; Krogh, 2003). A preocupag¢ao com o
aumento do uso de Roundup” Ready também se estende a outros herbicidas formulados com
glifosato (Howe et al., 2004). O aumento da quantidade de glifosato despejado no ambiente
promove a inclusdo simultdnea de surfactantes, como o polioxietileno amina (POEA), o qual
compde aproximadamente 15% das formulagdes de Roundup” Original ¢ Roundup” Transorb.
Nao estdo disponiveis na literatura dados informando a quantidade de POEA presente em
Roundup” Ready (Braush & Smith, 2007; Howe et al., 2004).

Para avaliar o risco ambiental sdo necessarios sistemas adequados, os quais refletem
os efeitos de exposi¢do qualitativamente e quantitativamente. Destes, os mais adequados sao
aqueles que mantém contato direto com compartimentos contaminados (sedimento, dgua, ar)
(De Boeck & Kirch-Volders, 1997). Portanto, exemplares de animais aquaticos sao
apropriados para examinar a toxicidade de varias formulagdes a base de glifosato, pois este

parece ser mais persistente nestes ambientes devido a sua pouca dispersao e diluicao na dgua

(Giesy et al., 2000).

2.2 Planarias

As plandrias sao platelmintos (Classe Turbellaria), possuem simetria bilateral,
cefalizacdo e, apesar de sua estrutura corporal relativamente simples, possuem células
metabolicamente competentes, bem como tecidos e 6rgaos especializados. Cerca de treze
tipos celulares foram descritos para a planaria; quatro deles (neoblastos, células nervosas,
epidérmicas e de parénquima) constituem aproximadamente 75% do numero total de células

(Bagufia & Romero, 1981).



Esses organismos apresentam uma posi¢do evolutiva destacavel, na base da arvore
filogenética dos animais ditos superiores. Além disso, sdo os organismos mais primitivos
ainda vivos a apresentar: a) simetria bilateral, b) trés folhetos embrionarios, ¢) cefalizacdo, d)
fecundacdo interna e e) comportamento de caca. As plandrias pertencem a um dos poucos
grupos que relembram as etapas mais ulteriores da evolucdo dos metazoarios e, portanto, o
marco inicial na complexifica¢do da vida animal (Ruppert & Barnes, 1996).

As planarias instigam a curiosidade humana ha pelo menos alguns milhares de anos.
Em achados arqueologicos, datados do antigo Egito, foram encontradas claras mengdes a elas,
através de desenhos em pergaminhos. Mais recentemente, nos ultimos dois séculos este
organismo tem sido foco de diversos estudos de regeneracdo, sendo inclusive elevado ao
status de organismos-modelo, pela sua fantéstica capacidade de recuperar partes perdidas do
corpo (Ruppert & Barnes, 1996).

Planarias sdo facilmente coletadas, pois apresentam uma ampla distribui¢do natural, e
mantidas com baixos custos em laboratorio (Guecheva et al., 2001). Bioensaios com planarias
sdo ferramentas rapidas para determinagdo de varios tipos de respostas toxicologicas,
incluindo mortalidade aguda, carcinogénese e neurocomportamento (Nano et al, 2002,
Triebskorn et al., 1991; Best & Morita, 1991). Planarias também tem sido alvo de estudos de
regeneragdo, fisiologia, percep¢do de luz e monitoramento ambiental (Horvat et al., 2005;
Calevro et al., 1999; Rivera & Perich, 1994). Esses organismos também tém sido usados
como modelo in vivo para estudos de geragdo de tumores como um teste adicional ou de
substitui¢do em mamiferos (Schaeffer, 1993). Além disso, recentemente planarias tém sido
consideradas 6timos exemplares para realizacdo de testes de genotoxicidade (Lau et al., 2007,
Horvat et al., 2005; Guecheva et al., 2001).

Em um estudo com Dugesia schubarti, Guecheva et al. (2003) demonstraram a

atividade da enzima antioxidante catalase nesses organismos, portanto, atividades das enzimas



superoxido dismutase e glutationa peroxidase também poderiam ser constatadas.

2.3 Compostos genotoxicos

A exposi¢ao a compostos genotoxicos pode produzir impactos ecoldgicos através do
aumento da mortalidade de espécies ou interferéncia no evento reprodutivo das populagdes, os
quais estdo diretamente relacionados com a diminui¢do da biodiversidade das espécies tanto
em ambientes terrestres quanto aquaticos (Theodarakis, 2001). Compostos genotdxicos
podem lesar a molécula de DNA através de diferentes mecanismos (Lindahl & Wood, 1999).
Espécies reativas de oxigénio (ERO) podem contribuir diretamente ou indiretamente com os
danos causados ao DNA. Quebras simples ou duplas nas cadeias do DNA podem ser
provocadas pela interagcio de ERO com a deoxirribose. A oxidagdo de bases do DNA
induzidas por ERO, também podem causar quebras de cadeias, as quais eventualmente, levam
a mutagénese (Lindahl & Wood, 1999).

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para avaliar os possiveis riscos a
integridade do DNA, causados por poluentes, agrotoxicos, medicamentos, radiagdo natural e
outros agressores ambientais, tanto in vitro quanto in vivo (Hartmann et al., 2004; Villela et
al., 2003). Dentre as técnicas mais rapidas e simples para deteccdo de dano genotoxico
destaca-se o ensaio cometa.

O ensaio cometa ou “Single cell gel eletrophoresis” (SCGE) vem sendo proposto
como um teste de screening. O ensaio cometa ¢ utilizado ndo para detectar mutagdes, mas sim
lesoes gendmicas, que podem ser reparadas. Este teste também pode ser utilizado para estudos
de reparo de DNA, visto que as lesdes detectadas pelo ensaio cometa sdo passiveis de
correcdo; embora impossibilite inferir a fidelidade do processo de reparo, pode trazer

informagdes importantes sobre a cinética e o tipo de lesdo reparada (Contijo & Tice, 2003).

O ensaio cometa ¢ uma técnica rapida, simples e sensivel, de baixo custo, para



mensurar ¢ analisar as lesoes e detectar efeitos de reparo no DNA em células individuais
expostas a agentes genotoxicos (Silva et al., 2000; Tice et al., 2000; Singh et al., 1988). Os
danos mais facilmente detectados no DNA sdo quebras (simples ou duplas), danos alquil-
labeis, crosslinks ¢ quebras resultantes de reparo por excisdo (Silva et al., 2000; Singh et al,
1988). Este teste apresenta algumas vantagens sobre os testes bioquimicos e citogenéticos,
uma vez que pode ser utilizado para qualquer tipo de células, desde que individualizadas (em
suspensdo), sendo necessaria apenas um pequeno numero das mesmas ¢ de ndo requerer

células em divisao (Hartmann & Speit, 1994).

2.4 Estresse oxidativo

Em nosso organismo sdo produzidos radicais livres de carbono, enxofre, nitrogénio e
oxigénio, mas o que ganha mais destaque devido a reatividade e aos danos que podem causar
sdo os radicais derivados do oxigénio. O termo espécies reativas do oxigénio (ERO) ¢ um
termo coletivo freqiientemente usado para incluir ndo apenas radicais livres de oxigénio, mas
também alguns ndo radicais derivados do oxigénio capazes de gerar radicais livres (RL),
como por exemplo, o peroxido de hidrogénio e o acido hipocloroso, entre outros (Halliwel &
Gutteridge, 1999).

A cadeia transportadora de elétrons na mitocondria é conhecida como uma das
principais fontes endogenas geradoras de RL durante o metabolismo oxidativo normal. Nesse
processo, cerca de 2-5% do oxigénio consumido ¢é responsavel pela geracao de ERO (Droge,
2002). O peroxissoma ¢ uma organela muito rica em oxidases, as quais geram peroxido de
hidrogénio que ¢ convertido por enzimas especificas (catalases) em agua e oxigénio. Os

leucocitos polimorfonucleares constituem uma importante fonte de ERO quando ativados por

enzimas especificas. Estes possuem em suas membranas a enzima NADPH oxidase, geradora

de radical superdxido (O,) que em presenga de ions ferro transforma-se no radical hidroxila



(OH"). Esta situacdo ocorre particularmente nos processos inflamatorios. Outro sitio de

formacdo de RL ¢ o citocromo P450, o qual catalisa reagdes que geram O, mediante
mecanismos dependentes de NADPH.

As principais fontes exdgenas de formacdo de radical livre incluem a exposi¢do de
agressores ambientais, como luz ultravioleta, radiacdo gama, fumo, pesticidas, solventes
organicos (Mates et al., 2000) e alguns medicamentos, incluindo drogas anti-cancer,
anestésicos e analgésicos (paracetamol) (Hug et al., 1997).

A fim de combater o excesso de RL o organismo possui defesas antioxidantes, que
podem ser enzimaticas ou ndo-enzimaticas. Entre as enzimas podem ser citadas a superdxido
dismutase (Sod), catalase (Cat), glutationa-peroxidase (GPx) e glutationa-redutase (GR)
(Droge, 2002; Halliwel & Gutteridge, 1999).

A Sod é uma metaloenzima abundante em células aerdbicas. Cabe a ela a dismutagao
do radical superéxido a peréxido de hidrogénio, que ¢ menos reativo e pode ser degradado por
outras enzimas, como a Cat ou GPx (Bonnefoy et al., 2002). Em células eucaridticas foram
descritas quatro isoenzimas para Sod: a ECSOD, presente em fluidos extracelulares, incluindo
plasma; CuZnSOD, encontrada quase exclusivamente no espaco citoplasmatico; a MnSOD
encontrada na mitocondria e por fim a SodFe, a qual contém ferro e é encontrada em
bactérias, algas e vegetais superiores (Zelko et al., 2002).

A catalase ¢ uma ferrihemoenzima cuja fungdo ¢ dismutar o peréxido de hidrogénio
formando 4gua e oxigénio molecular (Fridovich, 1998). Essa enzima ¢ encontrada
principalmente nos peroxissomas, mas pode aparecer também no plasma (Leff ef al., 1991).
Em animais, a catalase esta presente, praticamente, em todos os 6rgdos principais do corpo,
principalmente figado. Porém, alguns 6rgdos por ndo possuirem peroxissomas, estdo mais
expostos a danos provocados pela producdo de espécies reativas de oxigénio, como coragao,

pulmdes e cérebro (Inque, 1994).
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Outros antioxidantes ndo enzimaticos como o ascorbato, tocoferois, carotendides e
flavonoides em geral, constituem importantes defesas contra os RL (Frei, 1999).

Em uma situacdo onde ocorre um aumento na producdo de ERO ou uma diminui¢ao
dos niveis de enzimas antioxidantes, os RL podem lesar as células gerando o estresse
oxidativo. Disturbios entre a producdo e a redu¢do de ERO s3o importantes na patologia e
fisiologia de doengas como ateroesclerose, diabetes mellitus, catarata, doengas degenerativas,
envelhecimento, carcinogénese, entre outras patologias (Lipinski, 2001; Halliwel &

Gutteridge, 1999).

Os acidos graxos poliinsaturados (PUFA), presente nas membranas celulares, sdo
facilmente oxidados pelos RL levando a peroxidagao lipidica (Llesuy, 2002; Fridovich, 1998).
Nesse caso, a permeabilidade celular ¢ alterada, podendo ocorrer morte celular e/ou oxidacao
de lipoproteinas, o que pode levar a formacdo de placa ateromatosa (Abuja & Albertini,
2001).

As técnicas que vem sendo mais utilizadas na deteccdo dos RL baseiam-se,
fundamentalmente na detecgdo de produtos ou alteragdes fisiologicas provocadas pelo
estresse oxidativo. Entre estes testes, um dos mais conhecidos é a determinacdo das
substancias reativas com o acido tiobarbitirico (TBARS) resultante da peroxidacao lipidica
das membranas celulares (Beckman & Ames, 1998).

Entre os produtos finais da peroxidacdo lipidica estdo compostos de baixo peso
molecular, como hidrocarbonetos (etano e pentano) e aldeidos, por exemplo, o
malondialdeido (MDA). [In vitro o MDA pode lesar proteinas, DNA, RNA e outras
biomoléculas (Esterbauer & Cheeseman, 1990). A dosagem do MDA através da reagdo com o
acido tiobarbitarico (TBARS) ¢ um importante indicativo dos niveis de estresse oxidativo em
individuos (Droge, 2002).

No processo de carcinogénese quimica, os RL podem ativar o pré-carcinogénio e
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promover a sua ligacdo ao DNA. Podem ainda gerar lesdes diretas no material genético ou
formar radicais genotoxicos. Desta forma, os RL se constituem em importantes promotores ¢

progressores tumorais (Halliwel & Gutteridge, 1999).

2.5 Monitoramento ambiental

Muitas substancias quimicas potencialmente danosas, tanto naturais como de origem
antropogénica, sdo liberadas no ambiente constantemente. Monitorar o impacto ecoldgico e os
riscos a saude humana ¢ problematico devido principalmente a complexidade e ao custo
decorrente da identificagdo de substincias quimicas envolvidas, ou ainda as dificuldades nas
investigacdes epidemioldgicas que necessitam de um numero elevado de dados (Silva ef al.,
2003).

Em estudos ecotoxicologicos o maior objetivo ¢ a deteccdo da causa-efeito entre
sistemas bioldgicos e as misturas complexas de poluentes aos quais estdo expostos. Muito dos
contaminantes presentes em nosso ambiente afetam os organismos de forma direta, sendo que
o efeito agudo ¢ geralmente de mais facil detec¢do, podendo causar disturbios fisioldgicos
como o estresse oxidativo, problemas no desenvolvimento e¢/ou diminuindo o tempo de vida,
e indugdo de doencas degenerativas. Alguns destes agentes também afetam o DNA dos
organismos induzindo tumores e/ou mutagdes génicas. Os efeitos toxicos dos poluentes de
efeito cronico, devido a complexidade e o tempo que levam para se expressar, sao de mais
dificil deteccdo, sendo muitas vezes dificil associar o efeito (dano/doenga) a sua possivel
causa, que pode ter sido a polui¢do ou ingestdo de toxinas sintéticas ou naturais por um longo
prazo e de efeito cumulativo. Geralmente estes efeitos podem vir a ser detectados muitos anos
depois da exposicao, dificultando a associagdo com os agentes causadores (Pra et al., 2005).

Sistemas de testes que detectam riscos antes que produzam um dano s3o importantes

para a saude publica. Neste sentido a avaliagdo do estresse oxidativo, o dano reparavel no
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DNA pelo ensaio cometa, o teste de micronticleos que detecta mutagenicidade cromossomica,
entre outros testes, sdo de facil aplicagdo e bastante informativos ao nivel toxicoldgico e

genotoxico (Tice et al., 2000).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:
Avaliar a genotoxicidade e niveis estresse oxidativo induzido por formulagdes do

herbicida glifosato em planarias aquaticas da espécie Dugesia schubarti.

3.2 Objetivos especificos:

3.2.1 Determinar a sobrevivéncia de plandrias em vinte e quatro horas de exposi¢do a
diferentes concentragdes de trés formulagdes de herbicidas a base de glifosato (Roundup®
Original, Roundup® Transorb ¢ Roundup® Ready).

3.2.2 Avaliar o dano causado ao DNA em planarias tratadas com as diferentes formulagdes
de herbicidas a base de glifosato, através do Ensaio Cometa.

3.2.3 Avaliar o estresse oxidativo induzido em planarias pelas diferentes formulagdes de
herbicidas a base de glifosato, através das substancias reativas com o acido tiobarbiturico
(TBARS) e da atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e catalase.

3.2.4 Correlacionar dos dados obtidos de genotoxicidade com os niveis de estresse

oxidativo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo ¢ apresentado na forma de um artigo cientifico, seguido por discussdo

complementar.

4.1 Artigo 1

O artigo constante nesse item, o qual foi submetido a revista Ecofoxicology and
Environmental Safety (IF=2.0), tem como objetivo avaliar o dano ao DNA (ensaio cometa) e
os niveis de estresse oxidativo (atividade das enzimas antioxidantes Sod e Cat e niveis de
TBARS) em plandrias (Dugesia schubarti) tratadas com diferentes formulagdes do herbicida

glifosato.
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ABSTRACT

Several glyphosate-based herbicides are available in the market, which content different
adjuvants to increase the effectiveness of the product.. This study evaluated the genotoxicity
and the oxidative stress in freshwater planarians exposed to the glyphosate formulations
Roundup" Original, Roundup" Transorb and Roundup” Ready. The planarians were submitted
to 0.5 mg/L of glyphosate formulations during 4, 8, and 16h. The genotoxicity was evaluated
through comet assay, and the oxidative stress was measured through the superoxide dismutase
(Sod) and catalase (Cat) activity and by thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). All
three formulations were able to induce genotoxicity and to disturb the antioxidants activity in
different ways. While Sod increased between 4 and 16h, TBARS decreased between 4 and
16h, and Cat stayed depressed during all time-points tested. Thus, glyphosate formulations
can induce DNA damage and modify the oxidative balance in planarians, indicating that the

toxicity of this herbicide is not restricted to plants.

Keywords: glyphosate, genotoxicity, comet assay, oxidative stress, planarian
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1. Introduction

Glyphosate is a broad-spectrum post-emergent herbicide widely used around the
world. There are many glyphosate-based formulations available in the market, improved with
different adjuvants to stabilize the solution and to help the active ingredient penetrate the
plant. A surfactant is always added to the formulations, being polyoxyethylene amine (POEA)
the most widely used and the major cause of some of the acute and toxic effects observed
(Braush and Smith, 2007; Howe et al., 2004). The use of glyphosate-based herbicides is
increasing because of the introduction of genetically modified glyphosate-resistant crop
plants.

However, in what concerns non-target species, the toxic effects of the glyphosate-
based formulations are not well known (Braush and Smith, 2007; Krogh, 2003). The trouble is
consistent mainly in shallow, lentic, and ephemeral water bodies in which it can rise to higher
concentrations, being toxic to aquatic organisms (Giesy et al., 2000; Mann and Bidwell, 1999)

Some studies reported that glyphosate can also induce DNA damage in vitro and in
vivo (Cavas and Konen, 2007; Sikikova and Dianovski, 2006; Dimitrov et al., 2006;
Bolognesi et al., 1997), but few studies are known about the genotoxic effect of glyphosate
formulations. Recently, evidences has shown that glyphosate — either as technical grade or in
formulations — is able to increase the lipid peroxidation the levels of antioxidant enzymes
(Gehin et al., 2006; Beuret et al.; 2005).

The use of native sentinel species allow a sensitive approach to study the potential risk
of glyphosate to the environment, and it would be an advantage if they could be tested in vivo.
Such organisms are the planarians, small aquatic invertebrates that live on the ground under
stones and leaves and are easily adapted to be cultivated in the laboratory and sensitive to
environmental toxins (Pra et al., 2005; Horvat et al., 2005; Guecheva et al., 2001). Planarians

are distributed all over the world, thus allowing the comparison of data from different
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countries (Guecheva et al., 2003; Guecheva et al., 2001).

In this study, three formulations of glyphosate were evaluated for genotoxicity by
comet assay and for oxidative stress by the activity of enzymes superoxide dismutase (Sod)
and catalase (Cat), as well as thiobarbituric acid reactive species (TBARS). Planarians of

Dugesia schubarti species were used as test organisms.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

The following three glyphosate-based formulations: Roundup® Original (RO), Roundup®
Transorb (RT), and Roundup® Ready (RR), obtained from Monsanto do Brasil Ltda. (Sdo
José dos Campos - SP, Brazil), were used in this study. The main characteristics of the

formulations are presented in Table 1.

2.2. Planarians

The Dugesia schubarti planarians used in the tests were originally collected at a small
stream named Espelho (Mirror) near Caxias do Sul - RS, South Brazil, and adapted to the
laboratory. The planarians were cultivated in glass vessels with artesian well water without
chlorine and pH 7.3 at 19 + 1 °C. The water was changed weekly, after feeding the planarians
with raw and frozen bovine liver. Three days before the experiments, adult planarians 5-8 mm
long were selected from the culture population. During this period, as well as during the

treatments, the planarians were not fed.

2.3. Experimental procedure
First, a range finder was established, with five planarians staying 24h in different

solutions (0.1, 0.2, 0.4, 0.8, and 1.0 mg/L) of glyphosate acid equivalent for the three
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formulations (RO, RT and RR). At 0.4 mg/L, all planarians survived and at 0.8 mg/L, all
planarians died. Afterwards, five planarians were submitted to 0.5 mg/L of the three
formulations, and the animals remained alive for 24h and died approximately at 30h. So, the
maximum tolerated dose to be used in the tests was defined as 0.5 mg/L of glyphosate acid
equivalent for the three formulations, and this concentration was used in the tests for 4, 8, and
16h. Each experiment was carried out with at least 60 planarians: I — five planarians for each
glyphosate formulation for comet assay, and five more as their control; II- five planarians for
each formulation for measuring the level of antioxidant enzymes superoxide dismutase (Sod)
and catalase (Cat), and five as their control; IIl.-five planarians for each formulation for
measuring thiobarbituric reactive substances (TBARS), and five as their control. All the

experiments were performed at least in duplicate.

2.4. Comet assay

Five planarians were cut into pieces as small as possible in 800 pL of cold PBS buffer
(pH 7.4) and then gently mixed with Pasteur pipettes; next, 10 UL of this cell suspension were
mixed with 90 PL of low melting agarose (0.75%), which was then spread on microscope

slides previously coated with 300 YL of normal agarose (1%). The remainder of the comet

assay was performed as described by Singh et al. (1988) and reviewed by Tice et al. (2000).

2.5. Antioxidant enzymes activity

2.5.1. Preparation of extracts for enzyme assays
A cellular extract was obtained from five planarians, which were cut in small pieces in
cold solution of 1 mL of phosphate-potassium buffer (50 mM, pH 7.2) with EDTA (0.5 mM)

and 10 uM of PMSF (protease inhibitor). The suspension was then vigorously mixed with a
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3mL syringe. The solution was centrifuged at 1,600 xg for 30 min and the supernatant used

for determining Sod and Cat activity.

2.5.2. Superoxide dismutase activity

Superoxide dismutase activity was determined spectrophotometrically in cellular
extract by measuring the inhibition of the auto-catalytic adrenochrome formation rate at 480
nm in a reaction medium containing 1 mM adrenaline (pH 2.0) and 50 mM glycine (pH 10.2)
(Bannister and Calabrese, 1987). The reaction was conducted at a constant temperature of 25
°C during 3 min. The enzymatic activity is expressed as superoxide dismutase units per mg of
protein. One unit is defined as the amount of enzyme that inhibits the rate of adrenochrome

formation in 50%.

2.5.3. Catalase activity

The assay was performed according to the method described by Aebi (1984). The
assay principle is based on determining the rate of hydrogen peroxide decomposition at 240
nm. This reaction was conducted at a constant temperature of 25 °C for 1 min. The enzymatic
activity is expressed as catalase units per mg of protein. One unit is defined as the amount of
catalase that decomposes 1 pmol of hydrogen peroxide per mg of protein per minute at pH

7.2.

2.6. Determination of thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS)

Five planarians were homogenized in 1 mL of 50 mM phosphate potassium buffer

with 0.5 mM EDTA, pH 7.2. Immediately afterwards, 200 pL of the homogenate were mixed
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with 200 pL of color reagent (TBA 1%, 50 mM NaOH and 0.1 mM BHT) and 100 pL of
phosphoric acid 7%. The mixture was placed in a boiling water bath (98 °C) for 15 min. After
cooling, 3 mL of n-buthanol was added to the mixture followed by centrifugation for 5 min at
1,600 xg. The absorbance of the supernatant was measured at 532 and 600 nm. For the blank,
the TBA was substituted by 3 mM HCI. TBARS values were expressed in nmol/g of protein,

using the coefficient of extinction 156 mM (Hermes-Lima and Storey, 1995).

2.7. Total protein

Total protein in the cellular extracts was determined by the method of Bradford (1976)

using bovine serum albumin as standard.

2.8. Statistical analysis

Statistical evaluations were performed by using descriptive statistics and Kolmogorov-
Smirnov test (verification of the normality). The one-way ANOVA and Duncan’s post-hoc test
were used to compare group means. The Spearman correlation was used to verify the
interrelation of the data. Statistical significance was accepted as p<0.05. All analyses were

performed with the statistical program SPSS 14.0 for Windows.

3. Results

3.1. Genotoxicity

The results for the comet assay are present at Figure 1 and Table 2. All the glyphosate-
based formulations increased DNA damage, but there are some differences in the timing. The
formulations RO and RT presented similar effects: the highest DNA damage was observed at

4h, while it decreased at 8h and decreased even further at 16h. The formulation RR induced
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significantly higher DNA damage at all time-points analyzed in relation to the control, but the
highest damage occurred at 8h and it remained significantly higher at 16h in relation to all

others (control, RO and RT).

3.2. Antioxidant enzymes and TBARS

The results for oxidative stress are present at Table 2. All three glyphosate
formulations depressed Sod activity at 4h, while at 8h, only the RT formulation increased it
significantly; however, at 16h, all three formulations significantly increased enzymatic
activity.

The Cat activity in general was depressed by all formulations at all time-points.
However, it was significantly depressed only by RO and RR formulations at all time-points
and by RT at 4h and 8h of treatment.

TBARS were increased by the three formulations at 4h, with the highest increase by
RT. At 8h, TBARS levels remained similar to the control, and at 16h, they were significantly
depressed by all formulations.

Table 3 presents the correlations among the results obtained in this study. A similarity
of correlations can be observed among the results induced by RO and RT, whereas the RR
formulation shows diverse correlations, even in non-significant correlations. In the treatments
with RO and RT, the Sod activity was negatively correlated with DNA damage and TBARS
levels, while the TBARS present a positive correlation with the DNA damage index. As for
the treatment with RR, only one significant negative correlation was observed between Sod

and Cat activity.

4. Discussion
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In this study, three glyphosate formulations (RO, RT, and RR) were tested. All of them
increased genotoxicity and disturbed the three oxidative stress parameters in different ways in
planarians. Glyphosate has been traditionally considered a low toxic product for animal
species (Xie et al., 2005; Mann and Bidwell, 1999). However, in formulations as for example
Roundup® 3 Plus, the toxicity increases in relation to technical grade glyphosate, perhaps due
to the addition of other products, as refereed by Gehin et al., 2006. Since glyphosate is
typically used in formulations, it is important to monitor it in this form.

The glyphosate concentration detected in the environment was 0.09—1.7 mg/L in water
and 0.26—-19.0 mg/L in sediments (Giesy et al., 2000). In the range finder of this study, the D.
schubarti tolerated only 0.5 mg/L for 24h and died before 48h. The concentrations used in the
study were lower than some of the concentrations detected in the environment. Although only
one species of planarians was used in the test, it can be assumed that others may be affected in
a similar way. Planarians, as tadpoles, have a protective mucus, and the herbicide Roundup® is
also very toxic to tadpoles (Relyea, 2005), with the major effect being assigned to the
surfactant POEA. In some of our unpublished experiments, the planarian was found to be the
organism most sensitive to surfactants, even more than the Daphnia. Therefore, glyphosate
formulations, as used in crop production, cannot be considered without risk for native animal
species.

The results of positive genotoxicity of glyphosate formulations are similar to other
studies found in literature. Mice dosed with technical grade glyphosate presented higher DNA
damage, micronuclei frequency and sister chromatid exchanges (SCE) (Bolognesi et al.,
1997). The frog Rana catesbeiana exposed to different Roundup® concentrations for 24h also
presented increased DNA damage (Clements et al., 1997). Recently, evidences that Roundup®
increases DNA damage and micronuclei in erythrocytes of the fish Carassius auratus (Cavas

and Konen, 2007) were reported. The study of Peluso et al. (1998) indicated the formation of
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DNA adducts as responsible for the genotoxicity by the herbicide Roundup®, induced by the
products added to the formulations and not by the glyphosate itself. However, the study of
Bolognesi et al. (1997) produced evidences that both glyphosate and Roundup® can induce
DNA oxidative damage in the liver and kidney of mice.

The three glyphosate formulations tested in this study affected the levels of the three
oxidative stress parameters, although in different ways. While Sod was depressed at 4h and
increased until 16h, TBARS were increased at 4h and decreased afterwards, and Cat remained
depressed. The Sod as TBARS increase are physiological response to the oxidative stress. So,
the negative correlation between Sod and TBARS levels suggests a compensatory effect. A
reduction of TBARS levels was also found in the brain of fishes of the Rhamdia quelen
species treated with the herbicide clomazone (Crestani et al., 2007) and in fishes of the
Leporinus obtusidens species exposed to the herbicides quinclorac, propanil, and metsulfuron
methyl (Moraes et al., 2007).

A study with keratinocytes culture has shown similar results with different doses of
glyphosate and Roundup®™ 3 Plus: while Cat presented dose-dependent reduction, Sod and
TBARS increased in dose-dependent form (Gehin et al., 2006). In a study with pregnant rats
dosed by drinking water with glyphosate, the pregnant dams and fetuses presented higher
TBARS and similar Sod and Cat as the controls measured on day 21 of gestation (Beuret et
al., 2005). In human lymphocytes, glyphosate induced a pro-oxidant state by increasing the
glucose-6-phosphate-dehydrogenase activity (Lioi et al., 1998). In fishes (Rhamdia quelen),
glyphosate increased the TBARS in muscle and not in brain, while the Cat activity did not
change (Glusczak et al., in press). No study that evaluated the time variation of oxidative
stress induced by glyphosate has been found; however, some studies analyzed the effects of
different doses and on different organisms.

The ability of glyphosate formulations to change the metabolism is expected, because
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the reaction against xenobiotic chemicals results in highly reactive intermediary products,
which often present free radical (Halliwell and Gutteridge, 1999). It is known that bipyridyl
herbicides, as paraquat and diquat, can induce superoxide radical (O,") production (Halliwell
and Gutteridge, 1999). Although no study evaluated the reactive oxygen species produced by
glyphosate, the data referred suggest that herbicides could generate O,”. The ROS can
contribute to the genotoxicity observed in the present study. The positive correlation between
TBARS and genotoxicity corroborates this hypothesis.

The formulations RO and RT showed similar behavior in the timing of genotoxicity
and in the correlations, while the formulation RR was dissimilar in these two aspects. It can
be partially assigned to the other products in the formulations, as for example the surfactant
POEA, present in RO and RT; however, until now, it was not possible to access the
formulation of RR.

According to the scientific literature, as well as also found in the present study,
glyphosate — and especially its formulations — present many toxic effects. This is especially
true for aquatic organisms, since herbicides are carried to the water bodies by rainwater. The
effect of glyphosate-based formulations on fish eggs seems to have not been evaluated yet,
and we assume that it may have a similar effect as on tadpoles and planarians, and so the
impact of glyphosate on the environment would mean real trouble. More studies are needed to
understand the impact of herbicides on aquatic living systems and to improve the knowledge
about these chemicals and their formulations and thus pave the way for the use of less harmful

products.
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Glyphosate Acid POEA ** Environmental Hazard

Product Register number*
Equivalent (%) (%) Classification #
Roundup® Original
898793 36 ~ 15 POEA I
(RO)
Roundup® Transorb ~ 15 blend
4299 48 111
(RT) with POEA
Roundup® Ready
7604 48 unknown I
(RR)

* Register established by the Brazilian Ministry of Agriculture and Food Supply.

** Polyoxyethylene amine.

# 1 — Extremely hazardous; II — Highly hazardous; III — Moderately hazardous; IV — Slightly

hazardous.
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Table 2 DNA damage index, superoxide dismutase and catalase activity and TBARS levels in planarians treated with 0.5 mg/L of glyphosate acid

equivalent of different formulations measured at 4, 8 and 16h.

Treatment Glyphosate Superoxide dismutase Catalase TBARS
DNA damage index
(hours) formulation (U/mg protein) (U/mg protein) (nmol/g protein)

Control 51.00 +£2.30* 3.55+0.33* 3.66 £0.68* 6.74 £0.78 ¢

4 RO 78.50 £ 0.57° 0.63 £0.08"° 1.80 £0.24° 14.83 £2.92°
RT 81.00+3.46° 2.85+040° 2.50 £0.86"¢ 18.68 +0.54°

RR 65.00 +3.46 ¢ 1.47+0.10 ¢ 2.89+0.14°¢ 9.20 + 0.83 ¢

Control 49.12+£2.00* 3.03+£0.38* 4.60+0.11°F 8.58£0.77°7

8 RO 61.50 £ 12.12°F 2.69+0.16° 2.13+£0.12° 7.29 £0.39*f
RT 68.00 £ 4.61°7 483+0.19°" 2.54+0.32° 7.19+0.42°"

RR 72.00 £2.30°7 1.43+0.14¢ 3.05+£045°¢ 6.14+1.16°7

Control 48.00£4.10° 1.96 £0.47 7% 3.40 £0.05 % 8.24 £0.05°"
16 RO 54.00 £3.46*1 9.98 £3.11°7% 1.64 +£0.33°* 3.26+0.88 "%
RT 58.50 + 4.04 *° 5.66+0.77¢" 3.06 £0.83 *¢ 2.94+0.60°"%
RR 68.50 +£4.047# 11.31£0.07"°7¢ 2.43+£0.33 % 3.00+0.27 "¢

* Different letters correspond to statistically significant differences by Duncan test among the same time-points of treatment (p<0.05).
" Significantly different in relation to 4h of treatment with same formulation.

* Significantly different in relation to 8h of treatment with same formulation.



Table 3 Spearman correlation among the parameters evaluated in planarians exposed to

glyphosate formulations.

TBARS (nmol/g
DNA damage index Sod (U/mg protein) Cat (U/mg protein)

protein)
Sod (U/mg protein)
RO -0.776 (0.003)*
RT -0.905 (0.001)* ) i )
RR -0.099 (0.760)
Cat (U/mg protein)
RO 0.007 (0.982) -0.140 (0.664)
RT -0.290 (0.360) 0.326 (0.301) i i
RR 0.368 (0.239) -0.802 (0.002)*
TBARS (nmol/g protein)
RO 0.819 (0.001)* -0.858 (0.001)* 0.067 (0.837)
RT 0.862 (0.001)* -0.804 (0.002)* -0.340 (0.280) i
RR -0.353 (0.260) 0.531 (0.075) 0.420 (0.174)

* Significant Spearman correlation (p<0.01).
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Figure 1 DNA damage induced by 0.5 mg/L of glyphosate acid equivalent of the formulations RO,

RT and RR evaluated at 4, 8 and 16h.

* Significantly different from the control by Duncan test (p<0.05).

# Significant differences among formulations at same time-points by Duncan test (p<0.05).

" Significantly different in relation to 4h of treatment with same formulation.

* Significantly different in relation to 8h of treatment with same formulation.
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4.2 Discussao Complementar

Microorganismos aquaticos, invertebrados e plantas s3o extremamente importantes para o
funcionamento dos ecossistemas. Esses organismos s3o a base da cadeia alimentar e sio
responsaveis pela degradacdo de detritos para a produgdo primaria de materiais organicos, os quais
sdo requeridos por outros organismos (Giesy et al., 2000). No entanto, poucos estudos de toxicidade
e genotoxicidade sdo realizados utilizando microorganismos ou invertebrados aquaticos. Da mesma
forma, pesquisas sobre produgao e efeitos de espécies reativas de oxigénio (ERO) tém sido limitadas
a poucas espécies de invertebrados aquaticos (para revisdo ver Di Giulio et al., 1995; Livingstone,
2001).

Planarias sao invertebrados aquaticos que mantém contato direto com ambientes
potencialmente contaminados, como agua e sedimento. Dessa forma, tornam-se exemplares tuteis no
biomonitoramento de ecossistemas aquaticos. Diferentes espécies de plandrias tém sido
tradicionalmente usadas como indicadores de poluicdo ambiental e estudos toxicoldgicos (Pra et al.,
2005; Guecheva et al., 2001). Neste trabalho, planarias da espécie Dugesia schubarti foram expostas
a diferentes formula¢des de herbicidas contendo glifosato em uma concentragdo menor (0,5mg/L)
que as detectadas no ambiente. Em todos os tempos de tratamento, as planarias mostraram aumento
no dano ao DNA e alteragdes no metabolismo oxidativo em comparagdo com plandrias do grupo
controle.

Os resultados positivos para genotoxicidade encontrados nesse trabalho estdo de acordo com
outros autores (Bolognesi et al., 1997; Clements et al., 1997; Cavas & Konen, 2007), os quais
testaram o glifosato puro e sua formulagdo Roundup® em diferentes sistemas in vivo. O estudo de

Peluso et al. (1998) sugere que o principal mecanismo de genotoxicidade induzido pelo herbicida

Roundup” é a formagdo de adutos a molécula de DNA. Os autores verificaram que o responsavel

pela formagao de adutos ndo é o glifosato e sim outros componentes presentes na formulacdo. A
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formagdo de adutos ocorre quando um composto genotoxico, ou seus metabolitos, ligam-se
diretamente ao DNA, distorcendo a dupla hélice, impedindo a transcricdo e podendo levar a
mutagdes. Além disso, Bolognesi et al. (1997) detectaram a presenca de 8-hidroxi-2-deoxi-
guanosina, um marcador de dano oxidativo ao DNA, em figado e rim de camundongos expostos ao
glifosato puro e sua formulagio Roundup”. A geracdo de ERO pelas formulacdes de glifosato
podem ter causado dano oxidativo ao DNA, sendo pelo menos, parcialmente responsavel pela
genotoxicidade observada neste trabalho. E sabido que o H,O, é permeavel 2 membrana, podendo
difundir-se até o nucleo, aonde em presenca de metais ¢ capaz de gerar o radical livre OH",
altamente reativo e capaz de gerar danos ao DNA (Halliwel & Gutteridge, 1999).

As alteragdes no metabolismo oxidativo de plandrias tratadas com os herbicidas RO, RT e
RR foram constatadas pelas mudangas nas atividades das enzimas Sod e Cat e nos niveis de TBARS
ao longo dos tempos de tratamento. A atividade de Sod mostrou-se diminuida em relagdo ao controle
em quatro e oito horas de tratamento, enquanto que em dezesseis horas a sua atividade estd
estatisticamente maior que o controle. Ja a atividade de Cat permanece diminuida em relagdo ao
controle em todos os tempos de tratamento. E importante salientar que além da Cat, principal defesa
para detoxificagdo de alta concentragdes de H,O,, a enzima glutationa peroxidase (ndo determinada
neste trabalho) pode ter atuado como uma enzima secundaria reduzindo as concentragdes de H,O,
gerados pela Sod.

Os niveis de TBARS mostram-se aumentados no tempo inicial de tratamento (4 horas),
decrescendo em oito horas e mostrando niveis abaixo do controle em dezesseis horas de tratamento.
Niveis de TBARS diminuidos em relacdo ao controle também foram encontrados no cérebro de
peixes da espécie Rhamdia quelen tratados com o herbicida clomazone (Crestani et al., 2007) e em
peixes (Leporinus obtusidens) expostos aos herbicidas quinclorac, propanil e metil metsulfuron
(Moraes et al., 2007). A reducao nos niveis de TBARS pode indicar uma resposta adaptativa das

planarias ao estresse oxidativo induzido pelas formulacdes de glifosato.
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As trés formulacdes utilizadas nesse estudo foram capazes de induzir genotoxicidade e
estresse oxidativo em planarias. No entanto, pode-se observar uma similaridade na cinética do dano
ao DNA em plandrias tratadas com os herbicidas RO e RT. Essas diferencgas e/ou semelhancgas entre
as formula¢des podem depender da quantidade de POEA e outros surfactantes, até entdo
desconhecidos, presentes nas formulagoes. Esse fato demonstra que se devem levar em consideracao
os efeitos que outros componentes presentes em formulagdes de pesticidas podem causar ao meio
ambiente.

O glifosato é o herbicida de maior participagdo no mercado mundial de agrotoxicos,
caracterizando-se pelo amplo espectro de agdo e por ndo ser seletivo. Por inibir a sintese da enzima
5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase, a molécula de glifosato bloqueia a sintese de aminoacidos
aromaticos em plantas. Tem sido amplamente divulgado que o glifosato seria de baixo risco para os
animais. Quando o herbicida ¢ aplicado ou introduzido em ecossistemas aquaticos, diretamente ou
por meio de particulas do solo carregadas pelas chuvas, a comunidade aquatica pode sofrer efeitos
diretos e indiretos resultantes da acdo do produto (Giesy et al., 2000). Como efeito direto, pode-se
citar o aumento na mortalidade das espécies, como os anfibios (Relyea, 2005), interferéncia no
evento reprodutivo e consequentemente diminui¢do da biodiversidade.

Considerando que a dose de glifosato utilizada neste estudo estd abaixo de concentragdes
detectadas no ambiente, pode-se dizer que para as plandrias, este composto pode produzir um
impacto significativo na sua sobrevivéncia, podendo até extermind-las em determinadas bacias
aquaticas. Outros organismos aquaticos podem sofrer igual impacto, produzindo um efeito em
cadeia e resultando da redu¢do da biodiversidade e da qualidade das aguas. As planarias, assim
como os girinos de anfibios possuem um muco protetor e os girinos igualmente sdo muito sensiveis.
Seria interessante avaliar se outros organismos ou embrides, como as ovas de peixe, poderiam ser
afetados. Por enquanto, pelos dados da literatura, concordantes com os resultados deste estudo, ja se

pode afirmar que o glifosato e suas formulagdes ndo sdo totalmente indcuos para certos organismos



aquaticos.
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5. CONCLUSOES

Herbicidas contendo glifosato como principio ativo possuem substancias adjuvantes em sua
formulagdo além do composto ativo. O uso de tais substancias visa aumentar a absor¢ao do produto
pela planta, contribuindo para a eficicia do herbicida. No entanto, alguns estudos tem revelado que
tanto o glifosato puro quanto suas formulagdes, sdo capazes de causar efeitos toxicos a organismos
ndo alvo, como por exemplo, os invertebrados aquaticos. O glifosato tem sido encontrado na
superficie e no sedimento de corpos d’agua, o qual acorre principalmente através do carregamento
de particulas do solo pela 4gua da chuva. No entanto, o0 monitoramento de glifosato no ambiente a
fim de medir os riscos de toxicidade aos ecossistemas aquaticos nao ¢ considerado rotina.

A fim de avaliar os efeitos genotoxicos e de estresse oxidativo potencialmente induzidos por
formulacdes de herbicidas contendo glifosato, planarias da espécie Dugesia schubarti foram
expostas a solugdes de 0,5 mg/L de equivalente acido de glifosato e avaliadas em 4, 8 e 16h quanto a
genotoxicidade (ensaio cometa) e estresse oxidativo (Sod, Cat e TBARS). Para tanto, foram
utilizadas as formula¢des Roundup” Original (RO), extensivamente usada em diversos tipos de
cultivos (cana-de-acticar, macd, café e arroz, por exemplo), Roundup” Transorb (RT), utilizada em
cultivo de algodio, arroz e trigo, por exemplo e Roundup” Ready (RR), formulagio especifica para
cultivares resistentes ao glifosato. A partir dos resultados obtidos, as principais conclusdes foram as
seguintes:

1. Quanto a genotoxicidade:

a) Todas as formulagdes estudas foram capazes de induzir danos significativos ao DNA

de plandrias tratadas com 0,5 mg/L de equivalente acido de glifosato em todos os
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tempos avaliados.
b) Planarias tratadas com RR mostraram aumento do dano ao DNA em relacdo ao tempo
de tratamento, enquanto que RO e RT induziram maior dano ao DNA em menor

tempo de exposicao (4h).

2. Quanto ao estresse oxidativo:
a) Em 4h de tratamento, as planarias mostraram redu¢ao significativa na atividade de
Sod e Cat, enquanto que os niveis de TBARS mostraram-se estatisticamente
aumentados em relagdo ao controle. Esses dados demonstram que houve geracao
de espécies reativas, modulacdo enzimatica, aparentemente insuficiente, e
peroxidagdo lipidica em planarias expostas ao menor periodo de exposi¢do as
formulagaoes.
b) Em 8h de tratamento, as atividades de Sod e Cat permacem diminuidas em
relacdo ao controle. No entanto, os valores de TBARS voltaram aos niveis basais.
Esse resultado demonstra que as planarias foram capazes de reverter os danos aos
lipidios provavelmente devido a acdo das enzimas Sod e Cat bem como outros
mecanismos antioxidantes, como por exemplo, a enzima glutationa peroxidase,
ndo avaliada nesse estudo.
¢) Em 16h, a atividade de Sod aumenta significativamente em comparagdo ao
controle enquanto que a atividade de Cat permanece diminuida. Os niveis de
TBARS mostram-se diminuidos em relacdo ao controle. Essa pode ser uma
resposta adaptativa das planarias ao estresse oxidativo severo induzido pelas trés
formulagdes.
Foram obtidas correlagdes positivas entre o dano ao DNA e os niveis de TBARS e negativas

entre Sod x TBARS e Sod x dano ao DNA nos tratamentos dos herbicidas RO e RT, o que mostra
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um comportamento similar na acdo dos danos. O herbicida RR mostrou apenas uma correlagao
negativa entre Sod e Cat. A partir das correlagdes obtidas, pode concluir que o dano ao DNA
causado em planarias pode ter sido, pelo menos em parte, induzido por espécies reativas geradas
pelas formulacdes de glifosato.

De modo geral, pode-se concluir que as trés formulagdes estudadas s3o capazes de induzir
dano ao DNA, a peroxidagao lipidica e modular a atividade das enzimas antioxidantes Sod e Cat na
espécie de planarias testadas. No entanto, ao decorrer do tempo de exposicao, as planarias foram
capazes de diminuir o dano oxidativo abaixo do nivel basal através do aumento da atividade de Sod
e provavelmente outros mecanismos antioxidantes nao avaliados neste trabalho.

Podemos afirmar que formula¢des baseadas em glifosato ndo podem ser consideradas

indcuas para o ambiente, pelo menos para alguns organismos aquaticos.
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