ARTIGO ORIGINAL / ORIGINAL ARTICLES

Genotoxicidade da associacido entre
glifosato e extrato celular de Microcystis
aeruginosa em tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus)

Genotoxicity of glifosate-Microcystis
aeruginosa cell extract association in Nile
tilapia (Oreochromis niloticus)

Anié leda Francabandiera', Cleiton Indcio Ramos?,
Tatiane Martins de Oliveira® , Elisabete Hiromi Hashimoto?,
Tatiana Peres Vanzella’®, lice Mara de Syllos Colus®,
Maria do Carmo Bittencourt de Oliveira’, Elisa Yoko Hirooka®

Resumo

A co-ocorréncia de Microcystis aeruginosa toxigénica e herbicidas a base
de glifosato, como o Roundup® ja ¢ um fato evidente, devido a eutrofizacio
de corpos d'agua e a lixiviacio do defensivo agricola aplicado no campo.
Neste estudo analisou-se o efeito genotéxico desta associacao em tildpia
do Nilo (Oreochromis niloticus) utilizando os testes de micronucleo e cometa.
Os resultados apontaram genotoxicidade em peixe devido a exposicio ao
Roundup® e ao extrato celular de Microcystis aeruginosa toxigénica, com a
tendéncia desta toxidez mesmo em doses subcronicas.
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Abstract

The co-occurrence of toxigenic Microcystis aeruginosa and the herbicide
based on glyphosate as Roundup® is a real fact, due to the eutrophisation
of water bodies and leaching of the herbicide applied in field. The aim of
this study was to evaluate the genotoxic effect of such association in Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) by micronucleous and comet assay. The
data indicated genotoxicity in fish due to exposure of Roundup®and toxigenic
Microcystis aeruginosa cell extract association, showing a trend of toxicity
even though in sub-chronic dose.
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INTRODUCAO

A poluicao aumenta a concentracao de nutrientes devido
a eutrofizacdo, propiciando multiplicacio exacerbada de
cianobactérias toxigénicas, com destaque a Microcystis
aeruginosa, produtora de ficotoxina pertencente ao grupo de
microcistinas ‘. A hepatotoxicidade de microcistinas em
mamiferos e peixes é um fato comprovado, sendo potentes
inibidores de proteina fosfatase 1 e 2A, causando fosforilacao
de proteina com efeito citotoxico e promotor de tumor .

Mais de 80 variantes de microcistina detectados
caracterizam-se como um heptapeptideo ciclico constituido
de cinco aminodcidos comuns e dois L-aminodcidos variantes
@ A presenca de Microcystis spp. também indica risco
adicional de  contaminacao por endotoxinas
(lipopolissacarideos — LPS), constituinte da membrana externa
de parede celular, por serem procariotos Gram negativos. As
endotoxinas aumentam o acimulo de agua no intestino,
incrementando a absor¢ao de microcistina e outros
contaminantes “.

O glifosato [N-(fosfonometil)glicinal, denominado
Roundup®, é o principal componente deste herbicida mais
comercializado no mundo (5). A Monsanto perdeu
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recentemente a sua patente criada em 1974, permitindo
producao de genéricos ©. US Environmental Protection
Agency-EPA classificou este principio ativo em grau IV, i.e.
menor toxicidade, mas o Roundup® induz disfunc¢iao do ciclo
celular devido ao sinergismo entre o glifosato e surfactantes
da férmula comercial, indicando participacio de outros
componentes 7.

A co-ocorréncia de cianobactérias e herbicida pode
decorrer por meio da lixiviacio de plantacoes tratadas com
esse defensivo agricola em 4dreas proximas a producgio de
tilapia, contaminando len¢dis fredticos, nascentes e corpos
d’agua abastecedores de piscicultura.

Neste estudo foi utilizada a Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), por ser o peixe mais cultivado e comercializado na
América do Sul, com perspectiva de introducao na Europa.
Além do valor comercial, facilidade de manejo reprodutivo e
sabor neutro, a importincia do género se estende por se
encontrar em estudrios em todo o mundo. A tilipia apresenta
respostas rapidas a alteracdes ambientais, podendo destinar-
se para observacoes de indicadores ambientais .

Neste trabalho foi avaliado o efeito genotéxico da
ocorréncia simultinea de herbicida a base de glifosato e
Microcystis aeruginosa produtora de microcistina, simulando
um ambiente com intenso desenvolvimento agropecudrio.

MATERIAL E METODOS

Animal experimental e manejo

Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) foram obtidos
da Estacio de Piscicultura da Universidade Estadual de Londrina
(EPUEL), sendo os alevinos (74,95 £15 gramas) sexualmente
revertidos a machos, administrando-se 60 mg/Kg de metil-
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testosterona na ra¢io. Foram utilizados 30 animais tratamento.
O experimento foi iniciado no 12° dia apos o alojamento no
tanque, para aclimatacao e neutralizacao de estresse devido
40 manejo.

O teor de oxigénio dissolvido e temperatura da dgua
foram monitorados a cada trés dias (oximetro digital modelo
YSI 55/12 FT, Fondriest Environmental Inc.), e os niveis de
amonia e nitrito a cada 15 dias.

Herbicida

Roundup Original ® (Monsanto do Brasil) conteve
basicamente o isopropilamina de glifosato e polioxietileno
amina (POEA) para impedir a formacido de gotas, aumentando
a area de contato com a superficie foliar. Para o ensaio de
imersao utilizou-se doses com 2,4 mg de isopropilamina de
glifosato (equivalente a 5 pL de Roundup®) por litro de agua.

Extrato celular de M. aeruginosa

M. aeruginosa cepa BCCUSP 262 produtora de
microcistina-LR foi cultivada em meio BG-11 pH 7,4,
climatizada a 23-24°C no Laboratério de Microalgas da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, ESALQ — USP,
Piracicaba. Apds a contagem celular em camara de Fuchs-
Rosenthal, o cultivo foi imediatamente centrifugado (11000
xg, 23° C) e precipitado, congelado e descongelado por 8
vezes consecutivas, proporcionando lise celular e liberacio
de microcistinas (MCs). O material liofilizado foi denominado
de extrato celular de M. aeruginosa. A dose injetada
intraperitonealmente (i.p.) em tilipia consistiu deste extrato
celular diluido em solucio fisiologica, correspondente a 1x10°
células/ Kg p.c. (peso corpoéreo).
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Delineamento experimental
O experimento foi realizado na EPUEL, durante 185 dias,
sendo os animais alocados em tanque plastico de 500 litros,
com agua de poco artesiano previamente armazenada em
caixas dagua com aquecedores e aeradores. Os tratamentos
consistiram de 60 animais divididos em: (i), controle negativo
e (iD), i.p. M. aeruginosa e imersao em glifosato. As doses de
extrato celular de M. aeruginosa e glifosato utilizadas foram
consideradas subletais, baseadas em estudo prévio (¥). As doses
62 lie € bgg €
imersos em tanque com glifosato nos tempos A (t,,, t, € t,),
B (g, t, € t) e C(t,, t, t,). Cada exposicao ao glifosato
foi realizada em 3 dias, procedendo 24 h de imersao (5 pL de

de extrato celular foram injetados i.p. nos dias t

Roundup®/L, fluxo de dgua fechado), intercalado com 24 horas
de renovacao de agua (fluxo de dgua aberto), para evitar o
acimulo de amonia.

O sangue foi coletado da veia caudal do peixe (seringas
heparinizadas de 1mL) e destinado ao Teste de Micronucleo
(ts Ly s, € ;) € Ensaio Cometa (t,, t., t, €t ).
Ensaio de Cometa (Single Cell Gel Electrophoresis)

O ensaio de cometa foi realizado segundo a metodologia
de Singh © modificada por Speit e Hartmann “?. Duas laminas
por animal foram confeccionadas e cobertas com agarose 1,5
%, secas por 24 h e armazenadas a 4 °C. A seguir, adicionou-
se 15 pL de suspensido de eritrocito (10 pl de sangue em
1000 pL de salina tamponada) homogeneizada com 120 pL de
agarose a 0,5% e cobriu-se com laminula, seguido de imersa
em solucao de lise por 24 h a 4 [1C. As laminas foram lavadas
e procedeu-se eletroforese a 25 V e 300 mA (0,8-1,0 V/cm)
pd6 20 minutos em tampao alcalino gelado (NaOH 300 mM,
EDTA 200 mM, pH 13,0) e neutralizadas (Tris 0,4 M-HCI pH
7,5) por 3 repeticoes de 5 min. As laminas foram fixadas em
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etanol absoluto por 10 min, secas e armazenadas a 4 °C até a
analise. As laminas foram coradas com 90 pL de solugcio aquosa
de brometo de etidio (0,20 mg/mL) e observadas em
microscopio de fluorescéncia (1000x, filtro de excitacio de
515 — 560 nm e filtro de barreira de 590 nm). Para cada
animal analisou-se 100 nucledides de eritrécitos e as classes
de cometa registradas segundo KOBAYASHI et al. ™": 0 (sem
formacao de cauda), 1 (cauda menor que 1 vez o didmetro do
nucledide), 2 (cauda entre 1-2 vezes o didmetro do nucledide)
e 3 (cauda maior que 2 vezes o didmetro do nucledide) e a
somatoria calculada empregando a equacio: (Ax0) + (Bx1) +
(Cx2) + (Dx3), onde as letras mailsculas representaram o
nimero de ocorréncia de cada escore.

Teste de Microniicleo

Os eritrocitos foram fixados em lamina com metanol
absoluto por 10 min e corados com Giemsa 5 % diluido em
tampao fosfato pH 6,8 (4,0827g KH,PO; 7,099g Na HPO, /
L) por 10 min, lavada com agua, seca e montada para uso
permanente com Entellan (Merck, Darmstadt, Germany). Para
analise citolégica (1000x, microscopia) procedeu-se contagem
de 2000 eritrocitos por animal, sendo a frequéncia de
micronucleo registrada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade da agua monitorada no decorrer de 185
dias de experimento, destinada a avaliacao de efeito subcronico
da associacio glifosato — extrato celular de M. aeruginosa
BCCUSP 262, manteve em nivel aceitavel, nio ocorrendo
alteracdo que requeresse intervencio no manejo do cultivo
de peixe.
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A tabela 1 apresenta o escore médio de cometa dos
tratamentos, sendo que a figura 1 representa anilise detalhada
da freqiiéncia de classes no decorrer de experimento. A tabela
2, mostra resultados do teste de micronticleo e avalia a
irreversibilidade do efeito da combinacio de glifosato com
extrato celular de uma cianobactéria toxigénica, na tentativa
de simular a producio de peixe em ambiente com constante
lixiviacio de herbicida em corpo d“agua eutrofizado. Para
analise de genotoxicidade procederam-se os testes de cometa
e micronucleo, sendo a eficicia destes ensaios em peixe ja
comprovada na literatura 1219,

Tabela 1. Ensaio de cometa em sangue de tildpia exposta simultaneamente
a Roundup® e extrato celular de M. aeruginosa BCCUSP 202.

Exposicio Escore médio de cometa’
Dias N Controle Negativo Tratamento
97 6 190 + 392 151 + 352
117 6 108 + 16° 178 + 33*
151 6 120 + 21° 177 = 23*
171 6 101 + 15" 145 + 192

(*) Médias obtidas pela classificacao de 100 nucledides por animal.
Anidlise de Variancia (ANOVA) do escore médio de cometa. Letras iguais na
mesma linha nZo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Antes do dia 97 nio houve dados suficientes para comparacio devido a
problemas durante a coleta de amostra e /ou processamento de andlise.

Conforme tabela 1, a partir de t,,, 0s animais submetidos

7
a exposicio simultinea de glifosato e extrato celular de M.
aeruginosa apresentaram o escore significativamente maior

(178+33) em relacao ao controle negativo (108+16), indicando
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dano genético causado pela combinacio do Roundup® e extrato

celular de M. aeruginosa (p<0,05). Os escores em t_ e [

151
também apresentaram o mesmo perfil de resposta ;)erante
teste de cometa, se comparado ao controle negativo (p<0,05).

Entretanto, a associacao de glifosato com extrato celular
de cianobactéria toxigénica, no nivel de tratamento desta
experiéncia, ao longo de t,at, (151+35 a 14Si19)’ Nnao causou
variacao significativa do escore médio (p<0,05). Apesar da
densidade de tilapia (5,6 g/L) se apresentar em nivel aceitavel
para a criacao intensiva (25 a 40 g/L)('), observou-se escore de
cometa relativamente alto em t, (tabela 1) indicando provavel
estresse devido ao aumento nos valores de amonia. Este nivel de
amonia (<3,7 mg/L, dados nlo apresentados) ainda permitiu manter
a criacdo sem necessidade de manejo especial %,
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Figura 1. Freqiiéncia relativa das classes de cometa em sangue de tildpia
exposta simultaneamente 2 Roundup® e M. aeruginosa BCCUSP 262 (analise
de 600 nucledides por tratamento).

Na figura 1 procedeu-se uma andlise detalhada de
distribuicio das classes de cometa, para melhor visualizacio

dos dados da tabela 1. Salienta-se que as classes 0 e 1
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apresentam maior probabilidade de reparo, enquanto a classe
3 consiste de dano praticamente irreversivel. A representacio
grafica (figura 1) confirmou os dados da tabela 1, i.e., ocorréncia
de maior frequiéncia de classe 2 e 3 entre os animais
submetidos ao tratamento, mas nao se observou aumento nos
danos com o tempo. Este resultado pode ser decorrente da
reducio de estresse devido a retirada de animais para analise.
Aliado a isso, a renovacao natural de eritrécitos provavelmente
impediu o acimulo de células geneticamente danificados no
organismo da tilapia.

Para analisar mutagdes génicas nao reversiveis utilizou-
se o teste de micronucleo (tabela 2). A tendéncia da frequéncia
média de microntcleo em peixe tratado com associacio entre
extrato celular de M. aeruginosa e glifosato apresentou-se
superior em relacao ao tratamento controle, mas
estatisticamente significativa somente em t, (p<0,05). Grisolia
42 também detectou microntcleo em Tilapia rendalli tratada
com Roundup®, sendo o efeito dose-dependente. Aragjo
mencionou non-genotoxicidade de glifosato puro, sendo que
a toxicidade de Roundup® se deve a presenca de surfactantes
na formulacao, resultando em comportamento sinérgico. O
fato provavelmente contribuiu para o aumento da freqiéncia
média de microndcleo em peixes tratados com Roundup® e
M. aeruginosa, mesmo em doses consideradas subcronicas
(tabela 2).
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Tabela 2. Teste de micronicleo em eritrocito de tilipia exposta
simultaneamente a Roundup® e Microcystis aeruginosa BCCUSP 262.

Exposigio Freqiiéncia média de microndcleo*

(média + desvio padrio)

Dias N Controle negativo Tratamento
63 6 0,5 £ 0,82 0,83 + 12

97 6 067 +1.2 383 + 08
151 6 0,67 £ 0,52 0,83 + 0,4
171 6 0,33+ 0,5" 233 + 1,5

(*) Médias obtidas pela contagem de 2000 eritrécitos por animal.

Andlise de Variancia (ANOVA) do escore médio de cometa. Letras iguais
na mesma linha nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Antes do dia 63 ndo houve dados suficientes para comparacio devido a
problemas durante a coleta de amostra e /ou processamento de andlise.

Em suma, a co-ocorréncia de Roundup® e Microcystis
aeruginosa em quantidades subcronicas causaram genotoxidade
em eritrocitos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), sendo
o efeito evidenciado por testes de micronicleo e cometa.
Salienta-se o risco de genotoxicidade oriunda de doses
subcronicas da interacdo destes componentes, desconhecendo-
se a repercussao do acimulo de microcistina no musculo de
peixe 197 quanto ao perigo a saide ser superior na cadeia
trofica, como em humanos.
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