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RESUMO 

Efeitos adversos de herbicidas à base de Glifosato e de Ácido Diclorofenoxiacético 

(2,4d) em diferentes estágios de desenvolvimento pós-eclosão de peixes anuais 

 

Os ambientes aquáticos são constantemente expostos e suscetíveis a entrada de 

agroquímicos. Estes são aplicados em culturas para o controle e eliminação de pragas, 

visando o aumento da produtividade. Entretanto, quando presentes no meio ambiente 

podem alcançar ecossistemas aquáticos e prejudicar espécies não-alvo. Os agrotóxicos 

mais utilizados no Brasil são os herbicidas, destacando-se os à base de glifosato e o 

ácido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D), que são aplicados em diferentes culturas e 

podem apresentar risco aos habitats ocupados por peixes anuais que estão próximos a 

estas plantações. Cabe ressaltar que estes animais apresentam uma distribuição restrita, 

ocupando brejos, poças e lagoas rasas formadas pelas chuvas, mas que secam 

anualmente no período de estiagem. Além disso, são considerados modelos potenciais 

para estudos em laboratório, visto que apresentam um ciclo de vida curto e rápido que 

está intimamente relacionado ao local que vivem. Para isso, requerem características 

específicas para sobreviver como um crescimento acelerado, um intenso processo 

reprodutivo e grande deposição de ovos como uma estratégia para manutenção da 

população em ambiente natural.    

Dessa forma, buscamos avaliar o efeito dos herbicidas Roundup Original© 

(princípio ativo glifosato nas concentrações de 65 µg/L, 130 µg/L e 260 µg/L) e Dez© 

(princípio ativo ácido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) nas concentrações de 4 µg/L, 15 

µg/L e 30 µg/L) em dois estágios de desenvolvimento (adulto-jovem e senil) e em ambos 

os sexos do peixe anual Cynopoecilus sp. Analisamos marcadores de balanço oxidativo 

e de metabolismo intermediário em animais coletados em campo e transportados até o 

laboratório para as experimentações. Estes foram medidos, aclimatados por 10 dias e 

após, expostos a cada um dos herbicidas por sete dias, em todas as etapas os peixes 

foram alimentados diariamente com ração comercial. Parâmetros abióticos (pH, O2 

dissolvido, sólidos totais dissolvidos, condutividade de temperatura da água) foram 

controlados. Após a exposição, os animais foram medidos e crioeutanasiados 

(nitrogênio líquido) para as análises dos marcadores de balanço oxidativo e de 

metabolismo intermediário. Para as análises de balanço oxidativo foram determinados 

os níveis de Lipoperoxidação (TBARS) e Proteínas Totais (PT), além da quantificação 
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da atividade das enzimas antioxidantes Superóxido Dismutase (SOD) e Catalase (CAT), 

e da enzima de biotransformação Glutationa S-Transferase (GST). Já para o 

metabolismo foram realizadas a determinação dos níveis de Glicogênio (GG), Proteínas 

Totais (PT) e Ácido Úrico (AU) dos animais. Todos os resultados obtidos foram 

analisados no programa SPSS Statistics com os devidos testes estatísticos. Os resultados 

estão organizados em três artigos. 

O primeiro artigo intitulado “Development stage-dependent oxidative stress 

responses to the exposure to Roundup Original© in a neotropical annual killifish”, 

publicado na Revista Environmental Toxicology and Pharmacology, onde são 

apresentados os resultados obtidos com a exposição ao herbicida Roundup Original© de 

machos adultos-jovens e senis. Neste capítulo, observamos que a capacidade do sistema 

antioxidante de machos de Cynopoecilus sp. é eficiente nas duas fases do 

desenvolvimento biológico analisadas impedindo a ocorrência de mortalidade. Apesar 

disto, os senis apresentaram níveis 2 vezes maiores de peroxidação lipídica estando estes 

associados à manutenção dos níveis de atividade das enzimas antioxidantes (SOD e 

CAT). Cabe ressaltar que os indivíduos senis apresentaram uma diminuição da atividade 

da glutationa S-transferase o que pode afetar negativamente estes indivíduos 

possivelmente reduzindo sua capacidade reprodutiva e/ou seu ciclo de vida. Neste 

capítulo também mostramos que os marcadores fisiológicos estabelecidos, bem como a 

espécie, parecem promissores para serem usados em estudos futuros de senescência e 

toxicologia. 

O segundo artigo intitulado “Toxic effect of a Glifosate-Based herbicide 

associated with different developmental stages in neotropical annual killifish females”, 

está submetido a Revista Environmental Toxicology and Pharmacology. Neste capítulo 

nós avaliamos os efeitos do herbicida Roundup Original© (princípio ativo glifosato: 65, 

130 e 260µg/L) sobre o balanço oxidativo e marcadores do metabolismo intermediário 

em diferentes estágios de desenvolvimento pós-eclosão (adulto-jovem e senil) em 

fêmeas de Cynopoecilus sp. Esses marcadores incluíram lipoperoxidação (TBARS), 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), relação 

SOD/CAT, proteínas totais (PT), glicogênio (GG) e ácido úrico (AU). Fêmeas senis 

apresentaram aumento de atividade da CAT e GST, uma diminuição da relação 

SOD/CAT, combinado com um aumento de PT e AU quando comparados aos valores 

do grupo controle. A análise de variância de duas-vias mostrou uma diferença 

significativa entre faixas etárias e grupos para vários biomarcadores sugerindo uma 
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maior sensibilidade das fêmeas ao glifosato. Novamente, o impacto deste herbicida 

parece ser mais pronunciado em animais senis. 

Por fim, no terceiro artigo intitulado “Análise do efeito do composto químico 

DEZ© (2,4-diclorofenoxiacético) sobre o ciclo de vida do peixe anual neotropical”, a 

ser submetido a Revista Chemosphere, aborda sobre a exposição de machos e fêmeas 

nos dois estágios de desenvolvimento expostos ao Dez© (4 µg/L, 15 µg/L e 30 µg/L). 

Foram realizadas análises em parâmetros de estresse oxidativo e metabolismo 

intermediário após a exposição ao herbicida de fêmeas e machos da mesma espécie. 

Nossos resultados mostraram que o estágio de desenvolvimento de maior 

vulnerabilidade tanto para machos como para fêmeas foi na fase senil, principalmente, 

em relação aos parâmetros oxidativos. As concentrações mais elevadas de 15 e 30µg/L 

foram as mais prejudiciais a espécie determinando níveis elevados de TBARS, 

indicando dano oxidativo. Além disso, as fêmeas de Cynopoecilus sp. parecem ser mais 

suscetíveis ao princípio ativo 2,4D do que os machos, visto que foram observados um 

maior número de alterações nos marcadores bioquímicos tanto de metabolismo como 

de balanço oxidativo.  

Mesmo não sendo considerada uma espécie-alvo para estes agrotóxicos, 

Cynopoecilus sp. é impactada com a exposição a concentrações ambientalmente 

relevantes destes herbicidas. Outro aspecto a se destacar, é que tanto o glifosato como o 

2,4D estão presentes em diferentes formulações comerciais no Brasil, sendo estes os 

agrotóxicos mais vendidos em nosso país. Dessa forma, sugerindo maiores restrições no 

seu uso principalmente, em locais próximos aos ocupados por peixes anuais, visto que 

muitas espécies se encontram em algum grau de ameaça. Tanto o conjunto de 

biomarcadores escolhido como a espécie se mostraram adequados e promissores para o 

desenvolvimento de ensaios toxicológicos de caráter ontogenético, evidenciando uma 

sensibilidade diferenciada, especialmente para os senis; tais aspectos devem ser 

considerados em estudos de impacto de xenobióticos sobre estes grupos.  

 

Palavras-chave: Agrotóxicos; Ambiente aquático; Cynopoecilus sp.; Balanço 

oxidativo; Metabolismo. 
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ABSTRACT 

Adverse effects of herbicides based on glyphosate and dichlorophenoxyacetic acid 

(2,4d) on different stages of post-hatching development of annual killifish 

 

Aquatic environments are constantly exposed and susceptible to the entry of 

agrochemicals. These are applied to crops to control and eliminate pests, aiming at 

increasing productivity. However, when present in the environment, they can reach 

aquatic ecosystems and harm non-target species. The most widely used pesticides in 

Brazil are herbicides, especially those based on glyphosate and 2,4-

Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), which are applied to different crops and may pose 

a risk to habitats occupied by annual fish. that are close to these plantations. It should 

be noted that these animals have a restricted distribution, occupying marshes, puddles 

and shallow lakes formed by the rains, but which dry up annually during the dry season. 

In addition, they are considered potential models for laboratory studies, since they have 

a short and fast life cycle that is closely related to the place they live. For this, they 

require specific characteristics to survive, such as accelerated growth, an intense 

reproductive process and large egg laying as a strategy for maintaining the population 

in a natural environment. 

Thus, we sought to evaluate the effect of the herbicides Roundup Original© 

(active ingredient glyphosate at concentrations of 65 µg/L, 130 µg/L and 260 µg/L) and 

Dez© (active ingredient 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4 -D) at concentrations of 4 

µg/L, 15 µg/L and 30 µg/L) in two developmental stages (young-adult and senile) and 

in both sexes of the annual killifish Cynopoecilus sp. We analyzed markers of oxidative 

balance and intermediary metabolism in animals collected in the field and transported 

to the laboratory for experimentation. These were measured, acclimatized for 10 days 

and after, exposed to each of the herbicides for seven days, in all stages the fish were 

fed daily with commercial feed. Abiotic parameters (pH, dissolved O2, total dissolved 

solids, water temperature conductivity) were controlled. After exposure, the animals 

were measured and cryoeuthanized (liquid nitrogen) for analyzes of markers of 

oxidative balance and intermediary metabolism. For the analyzes of oxidative balance, 

the levels of Lipoperoxidation (TBARS) and Total Proteins (PT) were determined, in 

addition to the quantification of the activity of the antioxidant enzymes Superoxide 
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Dismutase (SOD) and Catalase (CAT), and of the biotransformation enzyme 

Glutathione S-Transferase (GST). As for the metabolism, the determination of the levels 

of Glycogen (GG), Total Proteins (PT) and Uric Acid (AU) of the animals were carried 

out. All results obtained were analyzed using the SPSS Statistics program with the 

appropriate statistical tests. The results are organized into three articles.  

The first article entitled “Development stage-dependent oxidative stress 

responses to the exposure to Roundup Original© in a neotropical annual killifish”, 

published in the journal Environmental Toxicology and Pharmacology, where the 

results obtained with exposure to the herbicide Roundup Original© of males are 

presented young and senile adults. In this chapter, we observed that the capacity of the 

antioxidant system of males of Cynopoecilus sp. it is efficient in the two phases of 

biological development analyzed, preventing the occurrence of mortality. Despite this, 

the senile showed 2 times higher levels of lipid peroxidation, which are associated with 

the maintenance of activity levels of antioxidant enzymes (SOD and CAT). It should be 

noted that senile individuals showed a decrease in glutathione S-transferase activity, 

which may negatively affect these individuals, possibly reducing their reproductive 

capacity and/or their life cycle. In this chapter we also show that the established 

physiological markers, as well as the species, seem promising to be used in future studies 

of senescence and toxicology.  

The second article entitled “Toxic effect of a Glifosate-Based herbicide 

associated with different developmental stages in neotropical annual killifish females”, 

is submitted to Revista Environmental Toxicology and Pharmacology. In this chapter 

we evaluated the effects of Roundup Original© herbicide (active ingredient glyphosate: 

65, 130 and 260µg/L) on the oxidative balance and intermediary metabolism markers at 

different stages of post-hatching development (young-adult and senile) in females from 

Cynopoecilus sp. These markers included lipoperoxidation (TBARS), superoxide 

dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione S-transferase (GST), SOD/CAT ratio, 

total protein (PT), glycogen (GG) and uric acid (AU). Senile females showed increased 

CAT and GST activity, a decrease in the SOD/CAT ratio, combined with an increase in 

PT and UA when compared to control group values. Two-way analysis of variance 

showed a significant difference between age groups and groups for several biomarkers 

suggesting a greater sensitivity of females to glyphosate. Again, the impact of this 

herbicide appears to be more pronounced in senile animals. 
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 Finally, in the third article entitled “Analysis of the effect of the chemical 

compound DEZ© (2,4-Dichlorophenoxyacetic) on the life cycle of neotropical annual 

killifish”, to be submitted to Chemosphere Magazine, addresses the exposure of males 

and females in two developmental stages exposed to Dez© (4 µg/L, 15 µg/L and 30 

µg/L). Analyzes were performed on parameters of oxidative stress and intermediary 

metabolism after exposure to the herbicide in females and males of the same species. 

Our results showed that the most vulnerable stage of development for both males and 

females was in the senile phase, mainly in relation to oxidative parameters. The highest 

concentrations of 15 and 30µg/L were the most harmful to the species, determining high 

levels of TBARS, indicating oxidative damage. Furthermore, females of Cynopoecilus 

sp. seem to be more susceptible to the 2,4D active principle than males, since a greater 

number of alterations in biochemical markers of both metabolism and oxidative balance 

were observed. 

Even though it is not considered a target species for these pesticides, 

Cynopoecilus sp. is impacted by exposure to environmentally relevant concentrations 

of these herbicides. Another aspect to be highlighted is that both glyphosate and 2,4D 

are present in different commercial formulations in Brazil, which are the most sold 

pesticides in our country. Thus, suggesting greater restrictions on its use, mainly in 

places close to those occupied by annual fish, since many species are in some degree of 

threat. Both the set of biomarkers chosen and the species proved to be adequate and 

promising for the development of ontogenetic toxicological tests, showing a 

differentiated sensitivity, especially for the senile; such aspects must be considered in 

studies of the impact of xenobiotics on these groups. 

 

Keywords: Pesticides; Aquatic environment; Cynopoecilus sp.; Oxidative balance; 

Metabolism. 
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APRESENTAÇÃO 

O presente trabalho intitulado “Toxicidade de Herbicidas à base de Glifosato e 

de Ácido Diclorofenoxiacético em diferentes estágios de desenvolvimento pós-eclosão 

de Peixes Anuais”, foi elaborado como parte das exigências necessárias para a obtenção 

do título de Doutor pelo Programa de Pós-Graduação em Ecologia e Evolução da 

Biodiversidade (PPG-EEB) da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul 

(PUCRS). 

 

ESTRUTURA DA TESE 

  A tese está estruturada em “Apresentação” mostrando a estrutura da tese e o 

marco teórico, “Capítulo I, II e III” em forma de artigo científico, e finaliza com as 

“Considerações Finais da Tese”. O Marco Teórico aborda sobre os agrotóxicos na 

agricultura, ecotoxicologia aquática, metabolismo e estresse oxidativo, e peixes anuais.  

 Os capítulos estão redigidos em forma de artigo científico conforme as regras 

das revistas. No Capítulo I e II foi realizado o estudo com a exposição de peixes anuais, 

machos e fêmeas, de diferentes faixas etárias ao herbicida Roundup Original©. Destaco 

que o artigo do Capítulo I já está publicado na revista “Environmental Toxicology and 

Pharmacology”, a qual é Qualis A2 na plataforma Capes na área de Biodiversidade, 

onde também foi submetido o artigo do Capítulo II. E, o Capítulo III aborda sobre a 

exposição da mesma espécie de peixe anual, de ambos os sexos e diferentes idades, ao 

herbicida Dez©. Este último será submetido a revista “Chemosphere”, que está 

classificada na plataforma Capes/Qualis A1 na área de Biodiversidade.  
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MARCO TEÓRICO 

Agrotóxicos e Ecotoxicologia Aquática 

A Revolução Verde iniciou na década de 1940 e ficou conhecida por abordar um 

conjunto de inovações tecnológicas na agricultura para aprimorar a produção agrícola e 

melhorar a produção de alimentos.  Para as constantes transformações na agricultura, o 

desenvolvimento de substâncias químicas, como agrotóxicos, fertilizantes químicos, 

fungicidas, herbicidas entre outros foram utilizados com frequência no meio para o 

controle de pragas nas lavouras. Entretanto, foi observado que essa revolução a longo 

prazo não trouxe apenas melhorias, mas consequências prejudiciais em relação ao uso 

de elementos químicos perigosos no meio ambiente, destacando a contaminação de 

solos e a perda da biodiversidade natural (MICHAEL C. NEWMAN, 2015).  

 Desde então, a agricultura vem se expandindo com o incentivo do aumento da 

população que necessita de uma maior oferta de alimento e, com isso, têm ocasionado 

um acréscimo na produção de substâncias químicas, como por exemplo agrotóxicos, 

pela indústria a fim de que os agricultores utilizem esses químicos para aumentar o 

cultivo nas plantações  (BOMBARDI, 2017). De acordo com ROCHA; GRISOLIA 

(2018) o mercado de agrotóxicos do Brasil é o maior do mundo, sendo os herbicidas 

responsáveis por 45% do total destes agrotóxicos. Cabe destacar que, segundo dados de 

2021 do IBAMA, dentre os herbicidas mais utilizados no Brasil aqueles a base de 

Glifosato e 2,4D estão ocupando os primeiros lugares do ranking de agrotóxicos mais 

vendidos (IBAMA, 2021).  

 O glifosato pertence ao grupo químico das glicinas (Fig. 1) e suas formulações 

contém como ingredientes básicos: sal de isopropilamina (IPA) do ácido 

Nfosfonometilglicina, um surfactante e a água. Sabe-se que a solubilidade do glifosato 

em água é grande (10,000 - 15,700 mg/L a 25ºC e pH 7), e dependendo do tipo de solo 

e matéria orgânica sua meia-vida é de 30 a 90 dias (RODRIGUES & ALMEIDA, 2005). 

Giesy et al. (2000) relatam que, a meia vida do glifosato e AMPA (ácido 

aminometilfosfônico) em ambientes aquáticos varia de 7 a 14 dias. Além disso, o 

glifosato é o princípio ativo do herbicida comercial Roundup Original©. Esse herbicida 

é indicado para culturas de algodão, arroz, café, cana-de-açúcar, soja e milho. É um 

herbicida bastante requisitado na agricultura por apresentar na sua composição uma 

substância surfactante POEA (polioxietileno amina) que facilita a penetração em plantas 
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(MARTINS-GOMES et al. 2022). Contudo, estudos já evidenciaram que este 

surfactante pode provocar um efeito tóxico intensificado se entrar em contato com 

organismos no meio ambiente, chegando a ser duas a três vezes mais tóxico que o 

próprio glifosato (GIESY et al. 2000). Este herbicida é classificado por ser de ação 

sistêmica e não seletivo, representando um perigo no meio ambiente por poder ser 

transportado para outros locais, assim como as formulações comerciais do Ácido 

Diclorofenoxiacético (2,4D) (ISLAM et al. 2018).  

 
Fig. 1 Estrutura química do glifosato, adaptado de Rodrigues &  

Almeida (2005), extraído de Persch (2015). 

  

O 2,4D pertence ao grupo químico dos ácidos ariloxialcanóicos (Fig.2) e os 

ingredientes incluídos em suas formulações são: ésteres, ácidos e vários sais (RED, 

2005). É amplamente utilizado em culturas de arroz, cana-de-açúcar, milho, soja e 

pastagens (THIEL et al. 2020), sua meia vida em águas superficiais é de 4,5 a 7 dias 

(NETO et al, 2012) e solubilidade em água é de 44,558 mg L-1 a 25°C (Gervais et al. 

2008; Peterson et al. 2016). Além disso, o 2,4D é o ingrediente ativo do composto 

comercial Dez©. Esse apresenta eficácia na sua aplicação para o controle de ervas 

daninhas, sendo um produto de escolha por muitos agricultores. Sabe-se que tal 

herbicida pode representar uma ameaça para espécies não-alvo (THIEL et al. 2020). 

  

Fig. 2 Estrutura química do 2,4D, extraído de Campos et al. (2004). 
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 Dessa forma, com a ampla utilização de agrotóxicos na agricultura sabe-se que 

o destino dos poluentes aplicados pode dispersar e uma porcentagem desses químicos 

pode alcançar corpos d’água e contaminar diversos sistemas aquáticos (riachos, 

banhados, lagos etc.), resultando na modificação e poluição desses locais (PERSCH et 

al. 2018; VOLCAN; GONÇALVES; LANÉS, 2011). Portanto, além do despejo direto 

desses produtos contaminantes no ambiente aquático, também podem ser transportados 

através de outras vias, destacando-se as rotas de Lixiviação e Escoamento Superficial 

(QUEIROZ et al. 2011). Segundo QUEIROZ et al. (2011), o processo de lixiviação 

ocorre através do transporte de moléculas do agrotóxico para camadas mais profundas 

do solo, alcançando e contaminando massas subterrâneas de água. Já no escoamento 

superficial ocorre o transporte do agroquímico acumulado às partículas do solo erodido, 

assim contribuindo para a contaminação das águas superficiais (QUEIROZ et al. 2011). 

Sendo assim, o impacto da contaminação desses ambientes aquáticos pode ser muitas 

vezes irreversível e gerar efeitos bastante tóxicos, prejudicando a biota (HWANG et al. 

2009; PERSCH et al. 2018). São alguns efeitos encontrados em estudos que foram 

provocados pela exposição a diferentes agrotóxicos: alterações de comportamento e em 

reservas energéticas, desajustes na reprodução, redução de massa corporal entre outros 

(DA SILVA; BORGES-MARTINS; OLIVEIRA, 2021; GAAIED et al. 2020; THIEL 

et al. 2020; ZEBRAL et al. 2018c). Dessa forma, é considerado um grande desafio da 

ecotoxicologia aquática em predizer esses efeitos que podem acontecer no ambiente, 

buscando evitar a possível mortalidade de diversos organismos vivos. 

Para esse estudo, a escolha dos herbicidas com princípios ativos glifosato e 2,4D 

está relacionada a ampla utilização desses agrotóxicos na agricultura da região sul do 

Brasil, principalmente nas áreas de cultivo de arroz irrigado. Nessas áreas, o arroz passa 

a maior parte do seu cultivo submerso, sendo que nesses locais é o habitat de muitas 

espécies que podem ser impactadas (GIESY; DOBSON; SOLOMON, 2000; PERSCH 

et al. 2017). Além disso, sabe-se que Resolução do Conselho Nacional do Meio 

Ambiente (CONAMA) n° 357/2005 ordena sobre a classificação de corpos d’água, 

determinando como valor máximo permitido para água doce de Classe I a concentração 

de 65µg/L (Glifosato) e 4,0 µg/L (2,4D). Portanto, as concentrações utilizadas nesse 

estudo foram baseadas a partir das concentrações permitidas. 
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Biomarcadores: Metabolismo e Estresse Oxidativo  

A fisiologia da conservação emprega conceitos e conhecimentos fisiológicos 

buscando compreender como a biodiversidade responde as mudanças e estressores 

ambientais (COOKE et al. 2013). Sendo assim, essa disciplina científica possibilita 

ferramentas que permitem a caracterização dos organismos frente às alterações no 

ambiente as quais estão expostos, estando inserido nesse contexto o estabelecimento de 

biomarcadores de metabolismo e estresse oxidativo. Os biomarcadores (ou marcadores 

biológicos) são determinados como indicadores do estado fisiológico do organismo a 

exposição a estressores presentes no ambiente. Dentre os biomarcadores, pode-se 

destacar a intensidade da atividade de marcadores do metabolismo intermediário, do 

estresse oxidativo e de biotransformação (BRAGHIROLLI; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 

2016; PERSCH et al. 2017).   

As EROs compreendem um grupo de moléculas derivadas do oxigênio 

molecular, que são formadas por reações de redução-oxidação (Redox) (SIES; JONES, 

2020). Além disso, apresentam importante função nos processos fisiológicos do ciclo 

de vida do animal (ex.: defesa do sistema imunológico) (APEL; HIRT, 2004; 

DOWLING; SIMMONS, 2009; VASCONCELOS et al., 2007). Dentre as EROs está o 

Peróxido de Hidrogênio (H2O2), Ânion Radical Superóxido (O2•-) e Radical Hidroxila 

(OH-). O Ânion Radical Superóxido (O2•-) é produzido continuamente em vários 

processos celulares e tem grande importância para as células de defesa (BARREIROS; 

DAVID; DAVID, 2006; SIES; JONES, 2020; SIES, 1991; VASCONCELOS et al., 

2007). O Peróxido de Hidrogênio (H2O2) é gerado pela dismutação do O2•- catalisada 

por enzimas, que se encontram no peroxissomo. É reconhecido como o principal EROs 

na regulação redox de atividades biológicas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; 

SIES; JONES, 2020; SIES, 1991; VASCONCELOS et al., 2007). O H2O2, apesar de 

não ser um radical livre, por não ter um elétron desemparelhado na sua última camada 

eletrônica como tem o O2•- e o OH•, é uma espécie com alto potencial reativo. Por 

participar da reação de geração do radical OH• que tem ação deletéria potencial, uma 

vez que esse se constitui no mais reativo dos radicais livres, pois pode alterar qualquer 

estrutura celular que se encontre próxima. Diferente dos radicais livres, o H2O2 tem vida 

longa e é capaz de atravessar as membranas celulares apresentando-se potencialmente 

tóxico para as células. O Radical Hidroxila (OH-) é um iniciador da peroxidação lipídica 
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(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; SIES; JONES, 2020; SIES, 1991; 

VASCONCELOS et al., 2007).  

Quando o animal é exposto a ambientes contaminados pode ocasionar um 

aumento na produção de EROs e, como resposta a esse aumento, o sistema antioxidante 

pode atuar minimizando os efeitos prejudiciais no organismo (ISAKSSON, 2010; 

PERSCH et al., 2017). Contudo, essa exposição ao ambiente contaminado pode 

provocar efeitos no sistema antioxidante dos animais, podendo ocorrer a baixa atividade 

da enzima ou até mesmo a inibição destas em diversos tecidos (FERREIRA et al., 2010; 

TONI et al., 2013). Dessa forma, ocorre o desequilíbrio do sistema antioxidante e a 

produção excessiva de EROs, conduzindo a efeitos deletérios no organismo e podendo 

gerar um dano oxidativo, também chamado de estresse oxidativo (SIES, 1993). Esse 

dano provocado pela produção exacerbada de EROs pode afetar vários tipos de 

moléculas biológicas em busca de estabilidade através de reações químicas (SIES, 

1993), induzindo a um quadro de risco em relação a sobrevivência do animal (APEL; 

HIRT, 2004; COSTANTINI, 2014; SIES, 2018). Segundo SIES (1993) o estresse 

oxidativo pode estar envolvido em processos como mutagênese, danos a membrana, 

peroxidação lipídica, oxidação de proteínas entre outros mecanismos (SIES, 1993). 

Frente a isso, o estresse oxidativo indica uma alteração da Homeostase Redox, 

que está responsável pelo estado fisiológico estável ou de equilíbrio do organismo 

(URSINI; MAIORINO; FORMAN, 2016). Dessa forma, quando um indivíduo é 

apresentado a desafios oxidativos que são eventos potencialmente prejudiciais que 

desafiam a homeostase redox, o sistema biológico reage para eliminar esse desafio com 

o intuito de evitar danos e resultando na alteração estável desta homeostase (SIES; 

JONES, 2020; URSINI; MAIORINO; FORMAN, 2016). Além disso, segundo Sies 

(2019) o estresse oxidativo pode ser classificado conforme as escalas de intensidade que 

variam de Euestresse Oxidativo (respostas benéficas) a Distresse Oxidativo (respostas 

deletérias). Dessa forma, entende-se que Euestresse Oxidativo (níveis baixos) é quando 

não há rompimento da homeostase ou formação de EROs em níveis que o sistema 

antioxidante é capaz de agir e essas EROs atuam como importantes sinalizadores 

durante a sobrecarga; e Distresse Oxidativo (níveis elevados) é quando há uma 

interrupção da sinalização redox e/ou dano oxidativo (SIES, 2019).  
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Para combater as EROs e manter o equilíbrio redox, os organismos apresentam 

o sistema antioxidante que é dividido em enzimático e não-enzimático. O sistema 

enzimático pode ser representado pelas enzimas, como: Superóxido dismutase (SOD), 

Catalase (CAT) e a Glutationa Peroxidase. A SOD catalisa a dismutação do ânion 

radical superóxido (O2 •-) convertendo em peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio 

(O2) (APEL; HIRT, 2004; CONSTANTINI, 2014; VASCONCELOS et al., 2007). A 

CAT é responsável por catalisar a conversão de H2O2 em O2 e H2O (APEL; HIRT, 2004; 

BARBOSA et al., 2010; CONSTANTINI, 2014; VASCONCELOS et al., 2007). Já a 

Glutationa peroxidase é a enzima responsável pela metabolização de peróxidos 

orgânicos e inorgânicos, apresentando um baixo Km para o H2O2. Sua atividade 

depende da glutationa reduzida, que é oxidada em glutationa oxidada (APEL; HIRT, 

2004; BARBOSA et al., 2010; CONSTANTINI, 2014; VASCONCELOS et al., 2007). 

Estas enzimas constituem a primeira linha de defesa do sistema antioxidante (Persch et 

al., 2017). 

Já o sistema antioxidante não-enzimático é constituído por moléculas de baixo 

peso molecular e inclui, por exemplo: as vitaminas (ex.: A, C e E), os minerais (ex.: 

zinco, cobre, selênio e magnésio), a glutationa (GSH) e o ácido úrico (BARBOSA et al., 

2010; HERMES-LIMA, 2004). A vitamina A (β-caroteno) tem o papel na proteção 

contra a oxidação de lipídeos e DNA; a vitamina C (ácido ascórbico) é sintetizada 

endogenamente e é um potente antioxidante e eliminador de radicais livres; a vitamina 

E (α-tocoferol) converte O2• e H2O2 em formas menos reativas e desempenha um papel 

importante na proteção dos ácidos graxos; os minerais podem atuar como cofatores das 

enzimas antioxidantes; como também, a GSH que também tem atividade antioxidante 

não enzimática e pode reagir com vários radicais e exerce funções importantes na célula 

como cofator da família da GPx (BARBOSA et al., 2010; CONSTANTINI, 2014; 

HERMES-LIMA, 2004; MACHADO et al. 2018). Além desses, o ácido úrico que pode 

ter propriedades antioxidantes no organismo, através do metabolismo do nitrogênio. De 

acordo com HERMES-LIMA (2004) o ácido úrico é produzido pela oxidação da xantina 

catalisada pela xantina oxidase ou xantina desidrogenase. Esse antioxidante não-

enzimático procede do metabolismo das purinas e atua neutralizando as EROs 

(MACHADO et al. 2018; TAKASI et al. 2017).  

Dentro deste contexto de biomarcadores, destaca-se as enzimas de 

biotransformação que têm sido amplamente estudadas, com especial relevância a 
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Glutationa S-transferase (GST) de ampla distribuição entre diferentes organismos vivos. 

As GSTs atuam em rotas de excreção de substâncias endo e xenobióticas e, protegem 

as células contra toxicidade química e estresse, mantendo a homeostase celular. Esta 

enzima pertence à uma família multifuncional de enzimas que atuam catalisando a 

conjugação da molécula de glutationa a várias outras moléculas. As GSTs 

desempenham vários papéis fisiológicos, tais como sequestro e transporte de compostos 

hidrofóbicos endógenos, os quais incluem hormônios esteróides, heme, bilirubinas, 

ácidos da bile e seus metabólitos, além de metabolizarem produtos da lipoperoxidação 

(CNUBBEN et al. 2001; PINHEIRO; OLIVEIRA, 2016). O processo de 

biotransformação de metabólitos tem como objetivo tornar a molécula mais polar, 

aumentar o tamanho e o peso molecular para ser mais facilmente excretada. 

Dessa forma, quando os animais são expostos aos agrotóxicos podem apresentar 

respostas ou estratégias metabólicas e oxidativas diferentes, estando até mesmo 

relacionada e de acordo com a fase do ciclo de vida da espécie, como uma forma de 

adaptação ao ambiente contaminado (FANTA et al., 2003; PERSCH et al., 2018). O 

efeito a exposição pode ser indireto sobre os parâmetros fisiológicos e bioquímicos do 

organismo, afetando níveis de armazenamento de energia na tentativa de se adaptar ao 

estresse induzido, são alguns exemplos: glicogênio (polímero de glicose utilizado com 

fonte de energia), lipídeos totais (importante fonte de energia e controle da homeostasia 

do organismo), triglicerídeos (hidrolisados em vários tecidos como fígado, rins e 

músculo) e proteínas totais (desempenham o papel vital na fisiologia das células) 

(PERSCH et al., 2018). Contudo, essa resposta de adaptação compensatória ao estresse 

da exposição pode provocar o catabolismo de metabólitos para garantir a funcionalidade 

dos tecidos para essas situações (CERICATO et al., 2009; MENEZES et al., 2015). 

Sendo assim, ocorrendo o consumo de metabólitos como uma fonte de energia para 

manter o equilíbrio do organismo e, também, o aumento de reservas destes em outros 

tecidos (PERSCH et al., 2018). Sendo assim, os animais têm como efeito dessa 

exposição o investimento e utilização de suas reservas como uma forma de adaptação 

ao meio e, com isso, podendo resultar em mudanças em outros processos, por exemplo: 

inibição do crescimento, aceleração da metamorfose, comprometimento do 

desenvolvimento, da reprodução, do comportamento e até mesmo da sobrevivência 

(COLTRO et al., 2017; PERSCH et al., 2018).  
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Além disso, como efeito a essa exposição aos agrotóxicos pode haver alterações 

em parâmetros oxidativos que estão envolvidos em processos fisiológicos do animal 

como na produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), que têm grande importância 

no sistema biológico do animal, e na intensidade da atividade de enzimas do balanço 

oxidativo e de biotransformação (BRAGHIROLLI; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2016; 

DANTZER et al., 2014; PERSCH et al., 2017).  

De acordo com Fanta et al. (2003) o estudo de parâmetros fisiológicos em peixes 

expostos a concentrações subletais de agrotóxicos se faz de extrema importância, visto 

que o período de permanência do poluente no ambiente pode não acarretar a mortalidade 

imediata de organismos não-alvo e sim problemas em outros processos. Frente a isso, 

diversos estudos vêm sendo desenvolvidos com peixes de água doce expostos a 

diferentes herbicidas para a determinação de marcadores metabólicos e de estresse 

oxidativo. Estudo de PERSCH et al. (2017, 2018) avaliaram o efeito de diferentes 

concentrações dos herbicidas, Roundup, Primoleo e Facet, em alevinos adultos e jovens 

Rhamdia quelen para a determinação de marcadores metabólicos (proteínas totais, 

lipídeos totais, triglicerídeos e glicogênio) e de estresse oxidativo (Lipoperoxidação 

(TBARS), Superóxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT)). Os resultados mostraram 

que a exposição aos agrotóxicos testados provocou alterações na composição 

bioquímica dos tecidos da espécie, principalmente ao tecido branquial que tem o papel 

importante nas trocas gasosas e no equilíbrio osmótico. Em relação aos marcadores de 

estresse oxidativo, o sistema antioxidante atuou de forma eficiente na defesa do 

organismo quando exposto ao Roundup e Primoleo, porém a exposição ao Facet 

provocou danos significativos nos tecidos destacando as brânquias, o rim e o tecido 

muscular (PERSCH et al., 2017, 2018).  

Também, PANETTO et al. (2019) realizaram um estudo com Danio rerio 

exposto ao herbicida Roundup® para verificar os efeitos no metabolismo energético 

(proteína, glicose, glicogênio, triglicerídeos) e na atividade enzimática (alanina 

aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e Hexoquinase) do 

zebrafish. Os resultados com a exposição mostraram que o herbicida pode induzir 

problemas na embriogênese relacionada à incapacidade da bexiga natatória de inflar, 

sendo este dispositivo importante na flutuação. Nenhum efeito significativo foi 

observado sobre os parâmetros metabólicos e as atividades enzimáticas ALT e AST, 

contudo a atividade da Hexoquinase foi afetada pela exposição (PANETTO et al., 2019). 
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E, estudo de THIEL et al. (2020) avaliaram o efeito do herbicida 2,4-D em Zebrafish 

(Danio rerio) sobre o metabolismo energético mitocondrial, o comportamento 

exploratório e o status oxidativo para a determinação dos níveis de Lipoperoxidação 

(TBARS) e atividade das enzimas Catalase (CAT) e Superóxido dismutase (SOD). Os 

resultados mostraram que a exposição ao 2,4-D, nas concentrações encontradas no 

ambiente, provocou alterações no metabolismo mitocondrial e estresse oxidativo em 

Zebrafish, prejudicando até mesmo o comportamento inato. Nesse estudo ocorreu um 

aumento da atividade da CAT e reduziu a razão SOD/CAT; além disso, os animais 

aumentaram a distância total percorrida e os cruzamentos entre diferentes zonas. Sendo 

assim, os resultados deste estudo sugeriram que o 2,4-D presente no ambiente pode 

induzir efeitos prejudiciais na capacidade dos organismos não alvos (THIEL et al., 

2020). 

 

Bioindicador: Peixes Anuais 

O estabelecimento de bioindicadores (ou indicadores biológicos) permite avaliar 

a qualidade do ambiente. De acordo com VAN GESTEL & VAN BRUMMELEN 

(1996) os indicadores biológicos, são considerados organismos vivos que indicam e 

fornecem informações sobre as condições e alterações que ocorrem no meio. Dessa 

forma, para uma melhor representatividade do sistema enfatiza-se a importância na 

padronização de organismos autóctones na pesquisa (PERSCH et al. 2017). Sendo 

assim, a partir da padronização dessas espécies consideradas bioindicadoras é possível 

compreender as mudanças fisiológicas no ciclo de vida desses animais no meio 

ambiente (BRAGHIROLLI; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2016). 

A ordem Cyprinodontiformes é representada por duas famílias, Nothobranchiidae 

e Rivulidae, as quais estão intimamente relacionadas e apresentam características 

fisiológicas e ecológicas recíprocas (LANÉS, 2011). Esses animais habitam ambientes 

aquáticos temporários (Fig. 3) que têm como característica secarem sazonalmente, ou 

seja, as áreas se formam em épocas de chuva e dessecam na estação de seca (COSTA, 

1998; LANÉS, 2011). Tais ambientes temporários faz com que esses animais tenham 

um ciclo de vida curto e rápido (Fig. 4), sendo assim, estimulam mecanismos de 

adaptação específicos para que consigam sobreviver no meio em que vivem, como: 

rápido desenvolvimento, maturação sexual, intenso processo reprodutivo e eficiente 
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produção e deposição de ovos no substrato (BEROIS et al. 2012; LAUFER et al. 2009). 

Segundo POLACIK; PODRABSKY (2015) tal característica de deposição dos ovos 

pode ser interpretada como uma estratégia de sobrevivência da população para dar 

continuidade a espécie em ambiente natural. Assim como, outra característica relevante 

é o mecanismo de diapausa dos embriões (fases de desenvolvimento embrionário: DI, 

DII e DIII) que está intimamente relacionada as condições do ambiente (BEROIS et al. 

2012; PODRABSKY; HAND, 1999; WOURMS, 1972). Esse mecanismo de diapausa 

é considerado uma adaptação dos peixes anuais que permite a manutenção destas 

populações em ambientes que secam completamente. Na diapausa I ocorre no início do 

desenvolvimento e está associada à dispersão e a reagregação dos blastômeros. Na 

diapausa II ocorre a formação do eixo embrionário, o estabelecimento das fundações do 

sistema nervoso central e o surgimento de baixos batimentos cardíacos (BEROIS et al., 

2012; WOURMS, 1972). E, por fim, a diapausa III que acontece antes da eclosão, 

quando o embrião está bem desenvolvido eclodindo apenas quando as condições do 

ambiente apresentarem-se favoráveis (BEROIS et al., 2012; PODRABSKY; HAND, 

1999).  

Além disso, por esses animais apresentarem tais características e, 

principalmente, o ciclo de vida curto e rápido são reconhecidos como potenciais 

modelos biológicos na pesquisa, pois permitem o desenvolvimento de estudos que 

avaliem aspectos funcionais ao longo de estágios específicos do ciclo de vida. Também, 

possibilitam estudos sobre o processo de envelhecimento destes organismos através da 

deterioração relacionada a idade (BEROIS et al. 2012; LUCAS-SÁNCHEZ et al. 2014), 

tendo em vista que o desenvolvimento de pesquisa com vertebrados sobre os processos 

de envelhecimento é limitado pela falta de modelos que apresentem ciclo de vida curto 

(GENADE et al. 2005). E, cabe ressaltar que assim como outras espécies de peixes, os 

peixes anuais apresentarem semelhanças como a oviparidade, transparência de ovos e 

embriões, capacidade de estocagem de ovos e fácil manutenção em laboratório 

(BEROIS et al. 2012).   

Dessa forma, a espécie escolhida para a pesquisa é a Cynopoecilus sp. (Fig. 5) 

que pertence à família Rivulidae, endêmica no território brasileiro (LOUREIRO et al. 

2018). Ocorre em locais que podem coincidir com áreas de intensa atividade agrícola, 

principalmente o cultivo de arroz irrigado (AMARANTE JR et al. 2002). Também, de 
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acordo com KASTER GARCEZ et al. (2020) os peixes anuais são um dos grupos mais 

ameaçados, pois abrangem populações pequenas e isoladas.  

Frente a isto, o objeto geral desse estudo propõe avaliar o efeito dos herbicidas 

Roundup Original© (princípio ativo glifosato) e Dez© (princípio ativo 2,4D) em 

diferentes estágios de desenvolvimento (adulto-jovem e senil) de machos e fêmeas de 

Cynopoecilus sp. sobre marcadores de metabolismo intermediário e balanço oxidativo.  

 

 

Fig. 3 Ambiente aquático temporário, onde foi coletada a espécie em estudo. Dunas 

Altas, Município de Palmares do Sul, Rio Grande do Sul/Brasil. Fonte: Castro, B.D. 
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Fig. 4 Ilustração esquemática do ciclo de vida do peixe anual no Sul, baseado no ciclo 

de vida da espécie Austrofundulus myersi Dahl, 1958. Fonte: Modificado por Lanés 

(2011) de Wourms (1972). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Peixe anual Cynopoecilus sp. Fonte: Castro, B.D. 
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Graphical abstract 61 

 62 

 63 

 64 

 65 

Highlights 66 

• Exposure of females to Roundup Original© herbicide does not cause 67 

lipoperoxidation. 68 

• Glyphosate-based herbicide exposure modulated oxidative balance markers.   69 

• Herbicide exposure caused changes in metabolism of the young adults (Total 70 

Protein and Uric Acid). 71 

• Exposure to the herbicide caused changes in energy markers in Senile (Glycogen 72 

and TP). 73 

• Senile females were more vulnerable to a glyphosate-based herbicide. 74 

  75 

ACLIMATATION 10 DAYS 

ROUNDUP ORIGINAL
©

 
Exposure 7 DAYS 

(65, 130 and 260µg/L glyphosate) 

PHISIOLOGICAL ANALYSIS 
Oxidative Stress: TBARS, Superoxide dismutase, 
Catalase, SOD/CAT ratio, Glutathione S-
transferase 
Metabolism: Glycogen, Total protein, Uric acid 

Females of Cynopoecilus sp. were able 

to modulate the enzymes in order to 

avoid oxidative damage 

(lipoperoxidation). 

The exposure of the animals in the 

senile phase showed alterations in the 

activity of the enzymes: CAT, 

SOD/CAT ratio, GST, TP and UA. 
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Abstract 76 

Glyphosate is Brazil’s most widely used pesticide and is applied to different crops that 77 

may be close to temporary wetlands, posing a threat to populations of annual killifish 78 

that live in these locations. We evaluated the effects of Roundup Original© herbicide 79 

(active ingredient glyphosate: 65, 130 and 260 µg/L) on the oxidative balance and 80 

intermediary metabolism markers in different stages of post-hatching development 81 

(young adult and senile) in female of Cynopoecilus sp. These markers included 82 

lipoperoxidation (TBARS), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione 83 

S-transferase, SOD/CAT ratio, total proteins (TP), glycogen (GG), and uric acid (UA). 84 

Senile females showed an increase in CAT and GST and a decrease in the SOD/CAT 85 

ratio; combined with an increase in TP and UA when compared to the control group. 86 

The two-way analysis showed a significant difference between age groups and groups 87 

for several biomarkers suggesting a greater sensitivity to females to glyphosate. 88 

 89 

Keywords 90 

 Cynopoecilus sp.; Temporary wetlands; Roundup Original©; Oxidative and 91 

biochemical markers; defense system.  92 

 93 

 94 

  95 
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1. Introduction 96 

Glyphosate is considered the best-selling herbicide in the world, and one of its 97 

commercial formulations, Roundup® herbicide, is widely used in agriculture to control 98 

the production of weeds (ORTIZ-ORDOÑEZ et al. 2011). However, such commercial 99 

formulations contain other substances considered inert. Roundup® consists of a POEA 100 

(polyoxyethylene amine) non-ionic surfactant substance to enhance the efficiency of the 101 

active ingredient, i.e., glyphosate, by facilitating absorption in plants (HUED; 102 

OBERHOFER; DE LOS ÁNGELES BISTONI, 2012). In addition, it is a broad-103 

spectrum, post-emergent, systemic, and non-selective herbicide that is applied in one 104 

location and transported to other distant locations (GILL et al. 2018).  105 

With the continuous use of glyphosate in agriculture, motivated by increased 106 

productivity, crops became more resistant to the agrochemical, resulting in unlimited 107 

and excessive use by farmers, triggering an impact on the environment and threatening 108 

various non-target organisms (MESSAAD & Al ZAILAIE 2017; GILL et al. 2018). 109 

Once present in the environment, it can reduce the number of species and environmental 110 

quality, modify food chains, and even alter the energy flow (PANETTO et al. 2019; 111 

PÉREZ et al. 2011). According to GILL et al. (2018), glyphosate toxicity can be 112 

observed in unicellular and even multicellular organisms found in soil and water, 113 

including aquatic vertebrates such as fish. Fish are of great importance in the food chain 114 

of aquatic ecosystems, maintaining the natural balance (GILL et al. 2018). These 115 

organisms indicate environmental degradation as they are sensitive to its changes 116 

(FAUSCH et al. 1990). Several studies have shown the effects of glyphosate exposure 117 

in these aquatic organisms, including damage to the development of embryos, larval and 118 

adult stages (AMES et al. 2022; BRIDI et al. 2017; LE DU-CARRÉE et al. 2021). 119 

SÁNCHEZ et al. (2021) conducted a study with Jenynsia multidentata, a species that 120 

naturally inhabits agricultural areas in southern Brazil and Argentina, showed that 121 

Roundup® formulations are harmful and that they affect essential behaviors for the 122 

survival of fish. 123 

Some annual killifish species (e.g., Cynopoecilus sp.) inhabit temporary wetlands 124 

in southern Brazil, which sometimes are close to intense agricultural activities, such as 125 

irrigated rice cultivation (COSTA, 1998; LOUREIRO et al. 2018; VOLCAN et al. 126 

2015). Due to their restricted distribution, these animals may be at constant risk in their 127 

habitat. A recent study with an African annual killifish (Nothobranchius neumanni) 128 

demonstrated that although these were resistant to environmental stress, their sensitivity 129 
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to pollutants was like that of classical fish models (KAFULA et al. (2022). Therefore, 130 

it is imperative to study the physiology and response capacity of organisms exposed to 131 

pesticide residues in the environment (COOKE et al. 2013). Annual killifish are targeted 132 

as biological models in research, as they have a short and fast life cycle, which is a 133 

critical characteristic for cultivation and toxicological tests in the laboratory 134 

(POLAČIK; BLAŽEK; REICHARD, 2016; ZEBRAL et al. 2018).  135 

  We evaluated the effect of three concentrations of the Roundup Original® 136 

herbicide on the oxidative balance and intermediary metabolism in different age groups 137 

(young adult and senile) of Cynopoecilus sp. We expect that females would present 138 

more intense responses to the evaluated markers in relation to another study with males 139 

of Cynopoecilus sp (CASTRO et al. 2022). In addition, we believe that senile females 140 

will present more pronounced changes in oxidative balance and energy expenditure 141 

when exposed to the Roundup Original® herbicide, especially at the highest 142 

concentration tested. 143 

 144 

2. Materials and methods 145 

2.1 Ethics  146 

 The Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation (ICMBio n°68290-8) 147 

and the Ethics in Animal Use Committee (CEUA: 9400 and 8271) approved the 148 

experimental protocol. 149 

 150 

2.2 Fish and experimental conditions 151 

 We used approximately 80 young adult and senile females of Cynopoecilus sp., 152 

collected in natural pools of Dunas Altas, Municipality of Palmares do Sul, Rio Grande 153 

do Sul/Brasil (S 30°23’32.5” W 050°19’32.4”). Samplings were carried out in june and 154 

november 2021 in an area with no history of pesticide usage within or around the site. 155 

We recorded the physical-chemical parameters of the water using a portable 156 

multiparameter device, which included temperature, redox-oxidation potential (ORP), 157 

total dissolved solids (TDS), salinity, pH, and conductivity (Table 1). 158 

 In the Center for Experimental Biological Models (CeMBE, PUCRS) laboratory, 159 

all animals were measured in terms of total length (TL) with a digital calliper (precision 160 

of 0.01cm) and body mass with an analytical balance (precision of 0.001 g). Total length 161 

measurement included the distance between the maxilla’s anterior and caudal fin’s ends. 162 

We then distributed them into aquariums, and the acclimation period lasted for 10 days, 163 
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after which the Roundup Original© exposure period began. The animals were separated 164 

into the control group (C) with dechlorinated water only, without adding the herbicide, 165 

and three concentration groups (65 µg/L [R1]; 130 µg/L [R2]; 260 µg/L [R3] – See Fig. 166 

1). All groups were maintained for seven days, including the control group, given the 167 

half-life reported for glyphosate in the literature (GIESY; DOBSON; SOLOMON, 168 

2000).  169 

 These herbicide concentrations were based on those allowed in water for human 170 

consumption after simplified treatment (Class I: maximum value of 65μg/L) and after 171 

advanced treatment (Class II: maximum value of 280μg/L) as established by the 172 

Brazilian legislation (Resolution of the National Council for the Environment 173 

[CONAMA]: no. 357/2005). We determined the highest concentrations from those 174 

found in Brazilian surface waters, ranging from 100µg/L to 700µg/L (QUEIROZ et al. 175 

2011). To contaminate the water in the aquariums, a mother solution of the herbicide 176 

containing 1g/L of glyphosate was prepared. Furthermore, we quantified the 177 

concentration of gyphosate in mother solution in the Laboratory of Environmental 178 

Analytical Chemistry (PUCRS) using the methodology proposed by Marques et al. 179 

(2009). This concentration was 1253 mg/L and showed no significant decay.  180 

 The animals were kept in aquariums with constant aeration, controlled room 181 

temperature (20±1°C) and photoperiod of 12h:12h (light/dark) throughout the 182 

experiment. We monitored and recorded the water parameters (pH, ammonia, and 183 

nitrite), and all animals were fed ad libitum with Artemia salina. Their measurements 184 

(TL and body mass) were evaluat ed again at the end of the experiment (acclimation (10 185 

days) and exposure periods (7 days)), after which animals were euthanized in liquid 186 

nitrogen, identified in individualized flasks, and stored in a -80ºC freezer for subsequent 187 

biochemical analyses. These procedures followed what was described by Dutra et al. 188 

(2022). 189 

 190 

2.3 Enzyme assay and oxidative damage   191 

The homogenates using whole specimens in a phosphate buffer solution (20mM, 192 

pH 7.4, plus 1mM PSMF and 140mM potassium chloride) with a volume of seven times 193 

the body mass obtained (1g: 7 ml) and created pools containing two animals. During 194 

this process, we used the Ultra-Turrax® (IKA-WERK) in an ice bath (0-4°C). 195 

Afterwards, each pool was centrifuged (SORVALL RC-5B Refrigerated Superseed 196 

Centrifuge) under refrigeration (4ºC) at 3600 rpm for 10 minutes. The supernatant was 197 
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used for biochemical analyses determined in duplicate and/or triplicate. The total 198 

proteins in the supernatant were quantified using a commercial kit and used to 199 

standardize the oxidative balance data. 200 

Lipoperoxidation (LPO) by detecting thiobarbituric acid reactive substances 201 

(TBARS). First, we added the following to microtubes, as described by BUEGE; AUST 202 

(1978): 300 μL of trichloroacetic acid (TCA), 200 μL of thiobarbituric acid (TBA), 100 203 

μL of Milli-Q water and 100 μL of the homogenate. These microtubes were heated to 204 

100°C for 15 minutes and cooled down for another 10 minutes. Finally, we added 600 205 

μL of n-butyl alcohol to the mixture, stirred them with a Vortex and centrifuged at 3600 206 

rpm for 10 minutes to extract the product from this solution (LIMA; ABDALLA, 2001). 207 

TBARS was detected at 535 nm, and the result was expressed in nmoles of TBA.mg 208 

protein-1. 209 

Superoxide dismutase (SOD) was determined in a reaction medium consisting of 210 

glycine-NaOH (50mM, pH 11) and epinephrine (1mM)(BOVERIS; CADENAS, 1982), 211 

with the inhibition of the reaction between the superoxide radical and epinephrine and 212 

obtaining the formation of a colored product (adrenochrome). We centrifuged the 213 

samples at 3000 rpm for 3 minutes (4°C). Three curves were obtained at 40 µL, 30 µL 214 

and 20 µL, with a total volume of 1000µL and another 17µL of epinephrine. SOD was 215 

detected at 480 nm, and the result was expressed in SOD units.min-1.mg of PT-1 (one 216 

SOD unit = the amount of enzyme inhibited by 50% of the oxidation rate of the detector 217 

used [epinephrine]). 218 

Catalase (CAT) according to the method described by (BOVERIS; CHANCE, 219 

1973) with the decay of hydrogen peroxide (H2O2). The samples were centrifuged at 220 

10000 rpm for 5 minutes (4°C), followed by verifying the CAT activity with enzymatic 221 

kinetics at 240nm. The result was expressed as nmoles H2O2 min-1.mg protein-1. 222 

Glutathione S-transferase (GST) was quantified following the method described 223 

by (BOYLAND; CHASSEAUD, 1969) with the conjugation of 1-chloro 2,4 224 

dinitrobenzene (CDNB) and reduced glutathione (GSH). The method consists of 225 

centrifuging the samples at 3000 rpm for 3 minutes and using the supernatant for 226 

analysis in spectrophotometry at 340 nm. The result was expressed in nmoles of CDNB 227 

conjugate.min-1.mg protein-1.  228 

 229 

 230 

 231 
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2.4 Metabolic determination 232 

For the metabolic analyses, the homogenate e prepared using the entire animal to 233 

measure total proteins (TP), uric acid (AU) and glycogen (GG) from the extraction 234 

method of VAN HANDEL (1965). We added 2mL of 30% KOH to the entire animal at 235 

100°C for approximately four hours. After this stage, we measured TP with a 236 

BioTécnica kit (a technique based on the reaction of proteins in the sample with copper 237 

ions in an alkaline medium and detected at an absorbance of 550 nm). We also assessed 238 

UA with the commercial kit from BioTécnica, which is based on catalyzing the 239 

oxidation of uric acid in the sample; its reactions produce a compound with a pink color 240 

that is determined at 505 nm. 241 

We added 2 drops of sodium sulphate (Na2SO4) to each tube, with the rest of the 242 

homogenate, and vortexed. Next, 5 mL of absolute ethyl alcohol was added to each tube 243 

and vortexed again for subsequent centrifugation at 3000 rpm for 10 minutes. We then 244 

discarded the supernatant, and two more washing processes were performed with 2 mL 245 

of distilled water and 5 mL of absolute ethyl alcohol, following the same process of 246 

agitation, centrifugation, and disposal of the supernatant. In the last step, the precipitate 247 

was resuspended in 0.3 mL of distilled water and vortexed, followed by acid hydrolysis 248 

(with 0.1 mL HCl in 0.1 mL of sample suspension and heated at 100°C for one hour) 249 

and neutralization with 0.1 mL of sodium carbonate (Na2CO3). We used the commercial 250 

glucose kit from BioTécnica to quantify the glucose released by glycogen hydrolysis, 251 

based on the oxidized glucose method, and determined at 505 nm.  252 

 253 

2.5 Statistical analysis 254 

We estimated the sstatistical analyses with SPSS Statistics for Windows version 255 

26.0. Shapiro-Wilk and Kolmogorov-Smirnov tests were performed to assess normality, 256 

followed by the Levene homogeneity test to define the complementary test. For 257 

parametric data (p>0.05), the one-way analysis of variance (ANOVA one-way) was 258 

used, with Tukey posthoc (when Levene’s test indicated p>0.05) and ANOVA-Welch 259 

with Games-Howell (when the Levene test indicated p<0.05). We compared the 260 

exposure groups to the control group in each biomarker. When the data was non-261 

parametric (p<0.05), we used the Kruskal-Wallis and Dunn tests to indicate the 262 

difference between the experimental groups. In addition, a two-way analysis of variance 263 

was used, with age group (young adult x senile) and treatment groups (Control, 65 µg/L, 264 
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130 µg/L, and 260 µg/L) as fixed factors. Significant values (p<0.05) were considered, 265 

and all results were expressed as mean ± standard error. 266 

 We compared the total length (TL) and body mass (BM), including the initial 267 

(before exposure) and final (after exposure), with the Independent Sample Test (T-Test) 268 

for each group (Control, 65 µg/L, 130 µg/L, and 260 µg/L).  269 

 270 

3. Results 271 

3.1 Oxidative balance 272 

The results of oxidative balance demonstrated that the exposure of young adult 273 

females to Roundup Original© herbicide did not present significant differences (p>0.05) 274 

in the markers and the three concentrations compared to the control group (Fig. 2). 275 

However, we observed that CAT decreased in the group exposed to 130 µg/L of 276 

glyphosate when compared to the 65 µg/L group, while the SOD/CAT ratio was reduced 277 

by 65 µg/L when compared to the 130 and 260 µg/L groups (Fig. 2D and E). The results 278 

of senile females showed a significant difference in the following markers: CAT, 279 

SOD/CAT ratio, and GST (Fig. 3D, E, and F, respectively). CAT activity was three 280 

times higher in the groups exposed to 65 and 130 in relation to the control group (F = 281 

6.998; p = 0.013) (Fig. 3D). We also observed a decrease of the same intensity (3 times) 282 

in the SOD/CAT ratio at concentrations of 65µg/L and 130 µg/L compared to the control 283 

group (F=6.844; p=0.013) (Fig. 3E). There was an increase of about 100% in the activity 284 

of the biotransformation enzyme (GST) at a concentration of 130 and 260µg/L 285 

compared to the control group (F=5,738; p=0.022) (Fig. 3F). The total proteins 286 

contained in the supernatant remained constant in both age groups (Fig.2A and 3A). 287 

Data referring to the two-way analysis of variance (ages and groups) showed a 288 

significant difference between ages in the following markers: TBARS (F=84.464; 289 

p=0.000), GST (F=4.922; p=0.041), SOD (F=42.563; p=0.000), CAT (F=16.058; 290 

p=0.001) and SOD/CAT ratio (F=46.993; p=0.000) (Table 2). We can see that TBARS 291 

levels, and SOD and CAT activity are lower in senile individuals and remain lower even 292 

after exposure to different concentrations. The SOD/CAT ratio, on the other hand, 293 

behaves in the opposite way, it is higher and remains higher in the elderly compared to 294 

young adults. As for GST, this is lower in senile females (control and 65) and after 295 

exposure to 130 and 260 µg/L of glyphosate, we observed similar levels of activity 296 

between ages (Table 2). 297 

 298 
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 299 

 300 

3.2 Intermediary metabolism 301 

We observed significant differences in total protein and uric acid in young adult 302 

females exposed to Roundup Original© (Fig. 4B and C). There was an increase (4 times) 303 

in TP levels at the concentration of 65 and 130 µg/L (F=3.055; p=0.006), and an increase 304 

(3.5 times) in UA levels (F=8.854) at 130µg/L (p=0.008) and 260µg/L (p=0.005) 305 

compared to the control group (Fig. 4B and C). A significant decrease (2 times) in GG 306 

levels was observed in senile females when we compared the 130µg/L with the 260 307 

µg/L groups (Fig. 4D). However, for PT levels, we observed a 300% increase in the 260 308 

µg/L group when compared to the control group (F=25.965; p=0.000) (Fig. 4E).  309 

The two-way analysis of variance showed a significant difference between the age 310 

groups in glycogen (F=47,164; p=0,000), where glycogen values were always lower in 311 

senile females (Table 3). 312 

3.3 Body Measurements 313 

 In tables 4 and 5 we can see the results obtained for the total length and body mass 314 

of the animals at the beginning of the experiment and at the end of the experimental 315 

period (17 days). We observed growth in total length only in senile animals even when 316 

exposed, the increase ranged from 22.4% (Control) to 14% (glyphosate 260µg/L); in 317 

young adults there were no significant variations in any of the groups. As for body mass, 318 

we verified a significant increase in all groups and ages. However, the groups exposed 319 

to the highest herbicide concentrations (130 and 260 µg/L of glyphosate) both in young 320 

and senile adults showed the lowest increase in body mass. 321 

 322 

4. Discussion 323 

 We evaluated three concentrations of a commercial formulation of glyphosate, 324 

Roundup Original©, in females of Cynopoecilus sp. and observed a significant alteration 325 

in the activities of the enzymes when senile females were exposed to the herbicide, a 326 

process also observed in males of the same species (CASTRO et al. 2022). Such 327 

responses may suggest that, despite the efficient modulation capacity of the enzymes to 328 

avoid oxidative damage in lipids, both sexes of Cynopoecilus sp. showed sensitivity to 329 

pesticide exposure in the senile stage, leading to or which leads to the detriment of 330 
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reproduction. The reproductive period of annual fish is intense and occurs daily from 331 

sexual maturity to death (Gonçalves et al. 2011; Godoy et al. 2020).  332 

 Considering that annual killifish have great resilience in nature, as they live in 333 

ephemeral environments and need to seek quick strategies to face the challenges related 334 

to their short life cycle (BEROIS et al. 2012), it can be suggested that they present a 335 

high resistance to pesticides. However, we cannot rule out that such responses may 336 

affect and restrict other essential mechanisms of their development, such as growth and 337 

reproduction, as already suggested for tadpoles and fish (DE LIMA COLTRO et al. 338 

2017; PERSCH et al. 2018). We observed that females in both age groups did not show 339 

significant changes in TBARS levels, a marker of oxidative damage (GLUSCZAK et 340 

al. 2011). This response profile corroborates a study by CASTRO et al. (2022), which 341 

showed that males of the same species had an efficient antioxidant system when exposed 342 

to the same herbicide. The enzymes remained active in the body’s defense and balance 343 

process, which justifies the control of TBARS levels. We cannot rule out the occurrence 344 

of oxidative damage to proteins and other molecules (proteins, DNA, RNA). 345 

 According to ZOCCHE et al. (2014) and ATLI; CANLI (2007), SOD and CAT 346 

enzymes represent the first defense against exposure to pollutants. the absence of 347 

oxidative damage, especially in senile females, can be associat with significant changes 348 

in some markers, such as CAT and SOD/CAT ratio (Fig. 3). The exposure of 349 

Cynopoecilus sp. to Roundup Original© induced an increase in CAT activity and a 350 

reduction in the SOD/CAT ratio at concentrations of 65 µg/L and 130 µg/L. Thiel et al. 351 

(2020) observed an increase in CAT and a reduction in the SOD/CAT ratio in zebrafish 352 

exposed to another herbicide (2,4-D). The role of CAT is highly significant for the 353 

antioxidant system by preventing the increase in lipid peroxidation and converting H2O2 354 

into O2 and H2O (PERSCH et al. 2018). Thus, our results indicate that glyphosate 355 

exposure increased the antioxidant response against H2O2, which probably plays a role 356 

in preventing the production of the •OH radical and preventing lipid peroxidation.  357 

 SOD is responsible for catalyzing the dismutation of the superoxide radical anion 358 

(O2•-), converting it into hydrogen peroxide (H2O2) and oxygen (O2) (APEL; HIRT, 359 

2004; COSTANTINI, 2014). A study conducted for Thiel et al. (2020) with Danio rerio 360 

exposed to the 2,4D herbicide showed responses like those found for senile females in 361 

our study, i.e., maintenance of SOD activity combined with an increase in CAT activity 362 

and a decrease in the SOD/CAT ratio. Ayanda et al. (2021) did not observe an increase 363 
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in SOD activity after two weeks of exposure to concentrations between 26.5 and 106 364 

µg/L of glyphosate in Clarias gariepinus, only after 28 days of exposure did the authors 365 

observe an increase in SOD activity. 366 

 Ballesteros et al. (2009) point out that the response of the activity of antioxidant 367 

enzymes is quite variable, can increase activity of these enzymes or decrease or be 368 

maintained depending on the intensity and duration of the stressor and the susceptibility 369 

of the exposed species. Persch et al. (2018) studying three-barbered catfishes, showed 370 

the liver and kidneys were the organs most affected by exposure to herbicides, and that 371 

catalase was the main enzyme involved in the detoxification of atrazine, quinclorac and 372 

glyphosate. The response profile found to Cynopoecilus sp. reinforces the hypothesis 373 

that CAT plays a fundamental role in this time exposition and age of females (senile) to 374 

contain oxidative damage to lipids. 375 

 Our study also showed an increase in GST at a concentration of 130 and 260 µg/L 376 

of glyphosate for senile females. This result showed the opposite of that Castro et al. 377 

(2022) found in senile males of the same species, which had a decrease in activity at the 378 

highest concentrations of glyphosate. In addition, a study with Cynopoecilus fulgens 379 

demonstrated a decrease in GST activity at the end of the life cycle in senile females 380 

collected in the natural environment (CASTRO et al. 2021). Therefore, the increase in 381 

GST activity in senile females observed in present work may indicate the presence of 382 

herbicide in the environment, as well as an ability of these animals to activate the 383 

biotransformation system even at the end of the species' life cycle.   384 

 GST metabolize carcinogens, environmental pollutants, drugs, and a broad 385 

spectrum of other xenobiotics. This enzyme promotes the conjugation of the of 386 

electrophilic compounds with glutathione, facilitating the transport and excretion of 387 

these compounds (CNUBBEN et al. 2001; PAPADOPOULOS et al. 2004). In addition, 388 

GST participates in the defense against oxidative stress because it can metabolize 389 

harmful compounds such as degradation of lipid peroxidation avoiding oxidative 390 

damage, which helps to explain the lack of increase in TBARS levels verified in this 391 

work. 392 

Furthermore, pesticide exposure can affect other physiological and biochemical 393 

parameters, such as altering the energy storage levels to adapt to induced stress 394 

(PERSCH et al. 2018). In our study, exposure Cynopoecilus sp. to different 395 

concentrations of Roundup Original© led to the maintenance of glycogen (young and 396 

senile adults) and an increased in total proteins (young and senile adults) (Fig. 4). Such 397 
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responses suggest that the exposure in both age groups may be related to either or both 398 

a decrease in protein catabolism and an increase in protein synthesis. PERSCH et al. 399 

(2018) also demonstrated an increase in total protein levels and a decrease in glycogen 400 

and triglyceride reserves in the muscle tissue of fish exposed to Facet®. Uric acid, on 401 

the other hand, seems to act as a non-enzymatic antioxidant in young adults, since its 402 

levels are elevated at all concentrations of the herbicide. In tadpoles exposed to 403 

glyphosate, studies by authors have found similar results for uric acid levels, also 404 

suggesting an antioxidant role for this molecule. (WILKENS et al. 2019; DA SILVA et 405 

al. 2021). 406 

Exposure to the Roundup Original© herbicide can cause changes in oxidative, 407 

biochemical, and physiological parameters, as demonstrated in this study with females, 408 

but without causing oxidative damage. Therefore, our results of oxidative balance in 409 

females corroborate other studies showing that annual killifish collected in a natural 410 

environment have an efficient antioxidant system (CASTRO et al. 2021; GODOY et al. 411 

2019) and that, like males, they can avoid oxidative damage in lipids even when exposed 412 

to Roundup Original© herbicide (CASTRO et al. 2022). However, both sexes at the end 413 

of their life cycles seem more susceptible to glyphosate, suggesting that this 414 

characteristic is related to the aging process of these animals (DONG et al. 2017). 415 

 416 

Conclusion 417 

We conclude that females of Cynopoecilus sp. have an efficient defense system in 418 

both age groups and can modulate their enzymes to avoid oxidative damage in lipids. 419 

Furthermore, this response pattern agrees with our previous study (CASTRO et al., 420 

2022) using males of the same species exposed glyphosate. Senile males and females 421 

seem more sensitive to herbicide exposure than young adults. However, we cannot rule 422 

out that exposures for longer periods of time and/or higher concentrations may generate 423 

more pronounced effects on the antioxidant and biotransformation system, further 424 

shortening the lifespan of these animals and compromising their reproductive success. 425 

 426 

 427 
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Tables e figures (Chapter 2) 610 

 611 

Table 1 Abiotic parameters of the collection site water. Values are expressed as mean ± standard 612 

error. 613 

Sampling 
Temperature 

(°C) 
pH 

Conductivity 

(Ms/cm) 

ORP* 

(mV) 
Salinity 

TDS**  

(ppm) 

June 18.12 ± 0.09 4.82 ± 0.06 0.00 ± 0.00 108.63 ± 6.72 0.18 ± 0.00 192.33 ± 1.66 

November 25.06 ± 0.25 5.04 ± 0.01 0.00 ± 0.00 8.10 ± 1.94 0.26 ± 0.00 278.00 ± 1.52 
* Redox-oxidation potential (ORP) 614 
** Total dissolved solids (TDS) 615 
 616 

Table 2 Oxidative balance analyses. Mean ± standard error data of physiological markers in young 617 

adult and senile females of Cynopoecilus sp. exposed to Roundup Original©. Values represent the 618 

following: Total protein of the supernatant (TP), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), 619 

glutathione S-transferase (GST), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and SOD/CAT ratio. 620 

(*) means the difference between age groups using Two-Way ANOVA (p<0.05). Values for young 621 

adults and seniles. 622 

  623 

Developmental 

stages 

Physiological 

Markers 

 Roundup Original
©
 

Control 65 µg/L  130 µg/L  260 µg/L  

Young adult 

Senile 

TPS 7.52 ± 0.56  

10.30 ± 1.27 

6.76 ± 1.05  

10.01 ± 2.90 

7.55 ± 1.16  

8.40 ± 0.80 

6.83 ± 1.21  

9.37 ± 2.27 

Young adult 

Senile 

TBARS* 40.92 ± 4.39 

5.84 ± 1.26 

33.59 ± 5.99  

10.88 ± 3.00 

30.63 ± 5.56  

7.32 ± 1.21 

40.02 ± 6.47 

 10.12 ± 2.38 

Young adult 

Senile 

SOD* 19.99 ± 1.10  

18.87 ± 4.06 

21.63 ± 2.97 

19.78 ± 5.80 

21.31 ± 2.82 

 17.68 ± 1.18 

23.33 ± 4.40 

18.11 ± 5.30 

Young adult 

Senile 

CAT* 30.31 ± 2.30 

5.46 ± 0.38 

48.76 ± 6.94 

13.48 ± 0.58 

22.33 ± 2.33  

13.45 ± 1.88 

29.32 ± 7.65 

 9.82 ± 2.06 

Young adult 

Senile 

SOD/CAT* 0.67 ± 0.09 

3.39 ± 0.50 

0.44 ± 0.01  

1.44 ± 0.39 

0.95 ± 0.06  

1,35 ± 0.15 

0.86 ± 0.13 

 1.84 ± 0.30 

Young adult 

Senile 

GST* 0.68 ± 0.04  

0.32 ± 0.02 

0.63 ± 0.18  

0.32 ± 0.04 

0.54 ± 0.10  

0.56 ± 0.03 

0.57 ± 0.15  

 0.58 ± 0.11 
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Table 3 Intermediate metabolism analyses. Mean ± standard error data of physiological markers in 624 

young adult and senile females of Cynopoecilus sp. Exposed to Roundup Original© (65 µg/L, 130 µg/L 625 

and 260 µg/L). Values represent the following: glycogen (GG), total protein (TP) and uric acid (UA) 626 

of animals. (*) means the difference between age groups using Two-Way ANOVA (p<0.05). Values 627 

for young adults and seniles. 628 

 629 

 630 

 631 

Table 4 The initial and final total lengths (mm) of young adult and senile females of Cynopoecilus 632 

sp. Exposed to Roundup Original© (represented by mean ± standard error). The measurements in 633 

each experimental group (Control, 65 µg/L, 130 µg/L and 260 µg/L) were compared with the 634 

Independent Sample Test. (*) means the difference between the initial and final total length 635 

(p<0.05). 636 

 637 

Developmental 

Stages 
Groups 

Initial Total 

Length 
Final Total Length df F p 

Young adult Control 18.92 ± 0.36 19.85 ± 0.46  22 1,476 0.127 

 65 µg/L 19.89 ± 0.20 20.35 ± 0.58  16 6.369 0.468 

 130 µg/L 20.11 ± 0.26 19.96 ± 0.46  16 3.012 0.785 

 260 µg/L 20.33 ± 0.71 19.29 ± 0.53 16 9.593 0.091 

       

Senile Control* 18.63 ± 0.42 22.81 ± 0.58 (22.4%) 30 0.869 0.000 

 65 µg/L* 19.91 ± 0.45 23.33 ± 0.27 (17.2%) 22 2.202 0.000 

 130 µg/L* 19.17 ± 0.50 22.50 ± 0.75 (17.4%) 22 0.766 0.001 

 260 µg/L* 20.28 ± 0.45 23.14 ± 0.52 (14.1%) 22 0.864 0.000 

       

 638 

 639 

Developmental 

stages 

Physiological 

Markers 

 Roundup Original© 

Control 65 µg/L  130 µg/L  260 µg/L  

Young adult  

Senile 

GG* (mg/g) 0.04 ± 0.01 

 0.01 ± 0.00 

0.05 ± 0.00 

0.01 ± 0.00 

0.03 ± 0.01  

0.02 ± 0.00 

0.04 ± 0.01  

 0.01 ± 0.00 

 

 TP (mg/g) 0.09 ± 0.02  

0.23 ± 0.04 

0.40 ± 0.06  

0.18 ± 0.04 

0.35 ± 0.03  

0.11 ± 0.03 

0.28 ± 0.09 

0.63 ± 0.06 

 

 UA (mg/g) 0.02 ± 0.00  

0.06 ± 0.01 

0.07 ± 0.01  

0.04 ± 0.00 

0.08 ± 0.01  

0.07 ± 0.01 

0.08 ± 0.01  

0.04 ± 0.00 
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Table 5 The initial and final body mass (g) of young adult and senile females of 640 

Cynopoecilus sp. Exposed to Roundup Original© (represented by mean ± standard 641 

error). The measurements in each experimental group (Control, 65 µg/L, 130 µg/L and 642 

260 µg/L) were compared with the Independent Sample Test. (*) means the difference 643 

between the initial and final body mass (p<0.05). 644 

Developmental Stage Group Initial Body Mass Final Body Mass df F p 

Young adult Control* 0.07 ± 0.01 0.10 ± 0.01 (42%) 22 0.181 0.05 

 65 µg/L* 0.09 ± 0.00 0.11 ± 0.00 (22%) 16 0.960 0.01 

 130 µg/L* 0.07 ± 0.00 0.11 ± 0.00 (57%) 16 0.210 0.00 

 260 µg/L 0.08 ± 0.00 0.09 ± 0.00 (12%) 16 0.514 0.10 

       

Senile Control* 0.10 ± 0.01 0.13 ± 0.01 (30%) 30 0.133 0.00 

 65 µg/L* 0.10 ± 0.00 0.14 ± 0.00 (40%) 22 0.654 0.00 

 130 µg/L 0.10 ± 0.01 0.12 ± 0.01 (20%) 22 0.064 0.10 

 260 µg/L* 0.10 ± 0.00 0.13 ± 0.01 (30%) 22 2.337 0.00 
       

 645 

Fig. 1. The experimental design of the toxicological test stages. Each group (control: 646 

C; exposure groups: R1, R2 and R3) contains three to four aquariums. 647 

 648 
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• N° Aquariums: 4 per group. 

• Food: Artemia salina. 

• Controlled parameters. 
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 658 
Fig. 2 Oxidative balance results of young adult females exposed to Roundup Original©. 659 

(A) Total protein of the supernatant (TPS), (B) thiobarbituric acid reactive substances 660 

(TBARS), (C) superoxide dismutase (SOD), (D) catalase (CAT), (E) SOD/CAT ratio 661 

and (F) glutathione S-transferase (GST). Bars represent means ± standard error. 662 

Different letters represent a significant difference for p<0.05. 663 

 664 
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Fig. 3 Oxidative balance results of senile females exposed to Roundup Original©. (A) 684 

Total protein of the supernatant (TPS), (B) thiobarbituric acid reactive substances 685 

(TBARS), (C) superoxide dismutase (SOD), (D) catalase (CAT), (E) SOD/CAT ratio 686 

and (F) glutathione S-transferase (GST). Bars represent means ± standard error. 687 

Different letters represent a significant difference for p<0.05. 688 
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Fig. 4 Intermediate metabolism results of young adult and senile females exposed to 703 

Roundup Original©. (A) Glycogen (GG), (B) total protein (TP) and (C) uric acid 704 

(UA) of animals. Bars represent means ± standard error. Different letters represent a 705 

significant difference for p<0.05. 706 
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 780 

Destaques 781 

• Exposição ao 2,4D provocou mudanças em parâmetros oxidativos e 782 

metabólicos. 783 

• Estágio senil foi o de maior vulnerabilidade em ambos os sexos. 784 

• Concentrações mais elevadas foram as mais prejudiciais, indicando dano 785 

oxidativo.  786 

• Fêmeas mostraram ser mais suscetíveis ao 2,4D do que os machos. 787 

 788 

 789 

Resumo 790 

Peixes anuais apresentam um ciclo de vida pós-eclosão curto, cerca de sete meses, se 791 

mantem reprodutivos até a morte produzindo ovos de resistência à seca. O objetivo deste 792 

estudo foi avaliar o efeito da formulação comercial do herbicida à base de 2,4D (Dez©) 793 

sobre diferentes fases do ciclo de vida de Cynopoecilus sp. Foram realizadas análises 794 

em parâmetros de estresse oxidativo e de metabolismo intermediário, em fêmeas e 795 

machos, após exposição de sete dias a diferentes concentrações de 2,4D (4, 15 e 30 796 

µg/L).  Observamos um impacto deste herbicida, onde nas fêmeas adultas-jovens temos 797 

uma diminuição da atividade da catalase e da glutationa S-transferase, e um aumento do 798 

glicogênio, das proteínas totais e do ácido úrico. Nos adultos-jovens machos somente a 799 

catalase apresentou variação significativa. Nossos resultados evidenciaram que o 800 

estágio de desenvolvimento de maior vulnerabilidade tanto para machos como para 801 

fêmeas foi a fase senil, onde observamos um incremento da atividade da catalase nas 802 
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maiores concentrações do herbicida, aliado a um aumento do dano oxidativo em lipídios 803 

(TBARS). Além disso, verificamos nas fêmeas senis um incremento dos níveis de 804 

glicogênio e de proteínas totais nos animais expostos a maior concentração do herbicida. 805 

Nos machos senis temos uma diminuição das proteínas totais seguida de um incremento 806 

do ácido úrico, sugerindo que esta molécula esteja sendo usada como um antioxidante 807 

por esta espécie. Quando comparamos as respostas entre os sexos e as fases do 808 

desenvolvimento observamos diferenças quanto ao impacto deste herbicida para todos 809 

os parâmetros, exceto para a superóxido dismutase e o ácido úrico. Já quando 810 

comparamos a interação entre grupos, sexo e fase do desenvolvimento observamos 811 

diferenças significativas para todos os parâmetros analisados. Assim, este herbicida 812 

parece impactar negativamente o fitness destes animais, levando a estresse oxidativo e 813 

possivelmente, uma redução do ciclo de vida e da capacidade reprodutiva de 814 

Cynopoecilus sp.  815 

 816 

Palavras-chave 817 

 Herbicida; Estágio de desenvolvimento; Estresse oxidativo; Metabolismo 818 

intermediário; Cynopoecilus sp. 819 

 820 

 821 

  822 



 

66  

1. Introdução 823 

O uso indiscriminado de agrotóxicos na agricultura é considerado um dos fatores 824 

que tem provocado o aumento da poluição ambiental (LIMA et al. 2018). A cultura 825 

agrícola tem o papel como fonte de entrada e distribuição de compostos químicos 826 

(fertilizantes, pesticidas entre outros) através da contaminação dos solos para diversos 827 

ambientes, principalmente o ambiente aquático (LIMA et al. 2018). Além disso, a 828 

dinâmica dos compostos químicos no solo influencia na entrada dos pesticidas no meio 829 

aquático podendo estes terem diferentes destinos e rotas, por exemplo: precipitação, 830 

lixiviação e escoamento superficial (COSGROVE; JEFFERSON; JARVIS, 2019; 831 

LIMA et al. 2018). Com a contaminação dos solos, resíduos desses produtos podem ser 832 

arrastados e transportados com as chuvas, como também escoados superficialmente até 833 

alcançarem corpos d’água (QUEIROZ et al. 2011). Já a lixiviação ocorre através do 834 

transporte de moléculas do poluente para camadas mais profundas provocando a 835 

contaminação do lençol freático. Cabe ressaltar que tais rotas podem resultar na 836 

detecção destes poluentes em ambientes mais distantes do que no local da aplicação 837 

(QUEIROZ et al. 2011).  838 

Frente a isso, a entrada de agrotóxicos em ambientes aquáticos pode representar 839 

um potencial perigo para os organismos presentes nesses locais. Estudos têm mostrado 840 

a influência de poluentes químicos em diferentes espécimes aquáticas conduzindo a 841 

alterações em reservas energéticas, comportamentos, redução de massa corporal e 842 

outros efeitos deletérios, sendo um risco para os animais (DA SILVA; BORGES-843 

MARTINS; OLIVEIRA, 2021; DE LIMA COLTRO et al. 2017; PERSCH et al. 2017, 844 

2018). Muitas dessas respostas a exposição aos agrotóxicos podem estar relacionadas 845 

com a capacidade do organismo de buscar se adaptar a esse meio contaminado, sendo 846 

assim o animal utiliza suas reservas energéticas para essa finalidade e como 847 

consequência apresenta mudanças em processos do seu ciclo de vida. São exemplos de 848 

mudanças: inibição do crescimento, aceleração da metamorfose, comprometimento do 849 

desenvolvimento e da reprodução (DE LIMA COLTRO et al. 2017; PERSCH et al. 850 

2018). Dessa forma, enfatiza-se a importância na utilização de análises bioquímico-851 

funcionais para compreender as respostas desses organismos em relação a exposição a 852 

esses poluentes e, as alterações ambientais associadas (COOKE et al. 2013). 853 

Dentre os poluentes, o 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D) ainda é um dos mais 854 

utilizados na agricultura. Apesar de ser o primeiro herbicida comercial a ser introduzido 855 

no mercado na década de 1940, pertencendo ao químico ácido ariloxialcanóico (THIEL 856 
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et al. 2020), continua sendo um herbicida de escolha por agricultores por ser um produto 857 

de baixo custo, seletivo e de ação sistêmica, apresentando eficácia no controle de ervas 858 

daninhas, sendo amplamente utilizado nas culturas de arroz, cana-de-açúcar, milho, soja 859 

e pastagens (THIEL et al. 2020). Uma das suas formulações comerciais é o Dez©, 860 

registrado no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento sob o nº 05009, é 861 

composto por: sal de dimetil amina do ácido diclorofenoxiacético (2,4-D- 80,6% m/v), 862 

equivalente ácido em uma proporção de 67,0% (m/v) mais outros ingredientes em uma 863 

proporção de 42,1% (m/v).  864 

O 2,4D é absorvido pelas raízes e pela parte aérea das plantas, e então é 865 

transportado para outros locais mais afastados do local de aplicação (ISLAM et al. 866 

2018). Tal característica é vista como um risco para o meio ambiente, pois pode 867 

contaminar superfícies, águas subterrâneas podendo alcançar os corpos d’água através 868 

das diferentes rotas atingindo e prejudicando espécies não-alvo, como os peixes 869 

(ISLAM et al. 2018; THIEL et al. 2020).  870 

A presença de compostos químicos, como o 2,4D, na água pode modificar 871 

comportamentos e provocar alterações fisiológicas em peixes, podendo prejudicar sua 872 

resposta a esses estressores. Apesar dos peixes serem um dos grupos mais estudados, o 873 

conhecimento de aspectos toxicocinéticos e toxicodinâmicos ainda é limitado. Algumas 874 

pesquisas vêm sendo desenvolvidas com peixes como a realizada por THIEL et al. 875 

(2020) na qual foi avaliado o efeito do 2,4D em concentrações encontradas no ambiente 876 

em Danio rerio, e os resultados mostraram alterações no metabolismo mitocondrial, 877 

estresse oxidativo e efeitos prejudiciais na capacidade desses organismos até mesmo no 878 

seu comportamento. Estudos realizados com a mesma espécie mostraram que a 879 

exposição ao 2,4D prejudicou comportamentos essenciais de larvas guiadas 880 

visualmente, como por exemplo, a captura de presas e interferência na capacidade de 881 

percepção de risco do animal (DEHNERT; KARASOV; WOLMAN, 2019; 882 

POMPERMAIER et al. 2020). Outro estudo com a exposição ao 2,4D da espécie de 883 

peixe Rhandia quelen realizado por MENEZES et al. (2015) mostram uma diminuição 884 

do crescimento, glicogenólise no músculo e no rim como forma de tamponar o gasto de 885 

energia e de manter a capacidade de modulação do sistema antioxidante no fígado para 886 

evitar o dano oxidativo. Cabe destacar a importância de pesquisas ecotoxicológicas com 887 

a utilização de organismos autóctones adaptados ao ambiente local para fornecer 888 

resultados mais compatíveis com a realidade (PERSCH et al. 2017, 2018; ZEBRAL et 889 

al. 2018). 890 
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 Cynopoecilus sp. é uma espécie de peixe anual nativa da região sul do Brasil. São 891 

animais adaptados a ecossistemas temporários de água doce, sendo isso intimamente 892 

relacionado ao ciclo de vida curto desses vertebrados, que investem no crescimento 893 

acelerado e manutenção de um intenso período reprodutivo, período este que se estende 894 

até o final do ciclo de vida (CELLERINO; VALENZANO; REICHARD, 2016; 895 

VRTÍLEK; REICHARD, 2015). Esses ambientes aquáticos temporários, onde peixes 896 

anuais são encontrados, situam-se muitas vezes próximos a áreas de ocorrência de 897 

atividade agrícola, como o cultivo de arroz irrigado (AMARANTE JR et al. 2002). Com 898 

isso, o objetivo deste estudo foi verificar o efeito do Dez© (2,4D) sobre diferentes fases 899 

do ciclo de vida do peixe anual neotropical, Cynopoecilus sp. Foram realizadas análises 900 

fisiológicas a partir de marcadores de balanço oxidativo e de metabolismo 901 

intermediário. Destacamos que tais marcadores oxidativos já foram padronizados em 902 

outros estudos com peixes anuais neotropicais pelo nosso grupo de pesquisa, mas em 903 

uma análise sobre o ciclo de vida em ambiente natural (CASTRO et al. 2021; GODOY 904 

et al. 2020).  905 

 906 

2. Materiais e Métodos 907 

2.1 Coleta de Peixes Anuais 908 

 Os procedimentos realizados no estudo foram aprovados pelo Instituto Chico 909 

Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio n°68290-8) e pelo Comitê de Ética 910 

no Uso de Animais (CEUA: 9400 e 8271) da Pontifícia Universidade Católica do Rio 911 

Grande do Sul.  912 

 Para essa pesquisa, foram coletados e utilizados 160 animais no total, machos e 913 

fêmeas, de Cynopoecilus sp. Os peixes foram amostrados com o auxílio de rede de mão 914 

em forma de D, em piscinas naturais de Dunas Altas, Município de Palmares do Sul, 915 

Rio Grande do Sul (S 30°23’32.5” W 050°19’32.4”). A escolha da área de amostragem 916 

seguiu o critério de não apresentar um histórico de utilização de agrotóxicos no local e 917 

nas proximidades, uma vez que esta é utilizada para pecuária extensiva em pastagens 918 

naturais e silvicultura (Pinus spp.). Para obter diferentes fases do desenvolvimento dos 919 

animais (fêmeas e machos), estes foram amostrados nos meses de junho (adulto-jovem) 920 

e novembro (senil) de 2021. Em cada amostragem foram registrados os parâmetros 921 

físico-químicos da água do local de coleta, utilizando um dispositivo multiparâmetro 922 
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portátil: temperatura, potencial de oxidação-redox [ORP], sólidos totais dissolvidos 923 

(TDS), salinidade, pH e condutividade (Tabela 1).  924 

 925 

2.2 Desenho Experimental 926 

 Os animais coletados em campo foram diretamente transportados em baldes com 927 

água do local de coleta para o Centro de Modelos Biológicos Experimentais (CeMBE), 928 

da PUCRS, onde foram registradas as medidas de comprimento total (CT) com 929 

paquímetro digital (precisão de 0,01 cm) e massa corporal com balança analítica 930 

(precisão de 0,001 g). O CT refere-se à distância entre a extremidade anterior da maxila 931 

à extremidade final da nadadeira caudal. Após as medições, os animais iniciaram as 932 

etapas do ensaio toxicológico: Período de Aclimatação (Etapa 1- 10 dias) e Período de 933 

Exposição (Etapa 2- 7 dias). Cabe ressaltar que em ambas as etapas os animais estavam 934 

acondicionados em aquários com areação constante, temperatura da sala controlada em 935 

20±1°C e fotoperíodo de 12h:12h luz/escuro. Além disso, os parâmetros da água (pH, 936 

amônia e Nitrito) foram acompanhados e registrados, os animais foram alimentados ad 937 

libitum com Artemia salina. 938 

 Na Etapa 1 (Período de Aclimatação) todos os espécimes foram sexados e 939 

acondicionados separadamente (machos e fêmeas) em aquários com água desclorada, 940 

para evitar qualquer interação entre os sexos, durante 10 dias. Após os 10 dias de 941 

aclimatação, foi iniciada a Etapa 2 (Período de Exposição) na qual os aquários foram 942 

identificados por grupos (para cada sexo), sendo que cada grupo continha de três a 943 

quatro aquários: Controle (C), 4 µg/L (D1), 15 µg/L (D2) e 30 µg/L (D3). Nessa etapa 944 

os animais dos grupos exposição (D1, D2 e D3) de ambos os sexos foram expostos, 945 

separadamente, por sete dias ao Herbicida Dez© (ácido diclorofenoxiacético – 2,4-D) 946 

nas concentrações de 4 µg/L, 15 µg/L e 30 µg/L, e os grupos controles (de ambos os 947 

sexos) mantiveram-se apenas com água sem adição do contaminante (Figura 1). 948 

 Para o preparo da solução estoque do herbicida, utilizamos a concentração do 949 

princípio ativo descrita na embalagem da formulação comercial (DEZ®) para calcular 950 

o volume necessário. Em seguida, obtivemos uma solução com concentração (1000 951 

mg/L de ingrediente ativo) e calculamos as concentrações nominais para cada grupo 952 

considerando o volume de água do aquário. Um laboratório comercial (Hidrolab) 953 

devidamente autorizado e certificado determinou a concentração de 2,4-D na solução 954 

estoque (Método: EPA 3510 C:1996/EPA 8270 D:2014) após cerca de 25 dias de seu 955 

preparo, tendo encontrado 883,489 mg/L de 2,4D nesta solução estoque.  956 
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 No Brasil, o monitoramento de pesticidas em águas superficiais e subterrâneas 957 

ainda não é prática corrente, devido à ausência de infraestrutura laboratorial necessária 958 

e aos custos elevados envolvidos na realização das análises. Estudos pontuais vêm 959 

apresentando resultados da presença de moléculas de agrotóxicos, entre estas o 2,4D, 960 

em águas superficiais e subterrâneas (PRIMEL et al. 2005; PINHEIRO, DA SILVA e 961 

KRAISCH, 2010). A resolução CONAMA 357/2005 estabelece em 4,0 μg L-1 a 962 

concentração máxima de 2,4-D, em corpos d’água doce classe I, a qual compreende 963 

águas destinadas ao consumo humano (CONAMA, 2005). 964 

 O 2,4-D pode ser liberado no ar durante a sua fabricação e em aplicações por 965 

spray. Estes autores encontraram uma concentração de 0,5 até 74,5 μg L-1 em águas 966 

superficiais. A alta mobilidade no solo indica potencial para a contaminação da água 967 

subterrânea; podendo atingir águas superficiais após o uso direto próximo a ambiente 968 

aquático, por escoamento de aplicações terrestres, devido a erosão do solo, e quando é 969 

usado em plantas aquáticas. Nesses ambientes o 2,4-D não permanece por muito tempo, 970 

em cursos d’água a meia-vida do 2,4 D é de 4,5 a 7 dias (NETO et al. 2012).  971 

 Após a realização das duas etapas do ensaio experimental, as medidas dos animais 972 

foram novamente registradas (comprimento total e massa corporal) para as observações 973 

e comparações. Além disso, os espécimes foram eutanasiados em nitrogênio líquido, 974 

identificados em frascos individualizados e armazenados no freezer -80ºC para posterior 975 

análises bioquímicas.  976 

 977 

2.3 Análise Bioquímica do Estresse Oxidativo 978 

Para a quantificação dos parâmetros do estresse oxidativo foi utilizado os 979 

espécimes inteiros posteriormente homogeneizados em solução de tampão fosfato (20 980 

mM, pH 7,4, acrescida de PSMF 1 mM e cloreto de potássio a 140 mM), em volume de 981 

sete vezes a massa corporal obtida (1g: 7ml) para a realização de pools (com dois 982 

animais), com o auxílio de um Ultra-Turrax® (IKA-WERK), em banho de gelo (cerca 983 

de 4°C). Após, este foi centrifugado (SORVALL RC-5B Refrigerated Superseed 984 

Centrifuge), sob refrigeração (4ºC) a 3600rpm por 10 minutos. Para a análise 985 

bioquímica, ensaio enzimático e o marcador de dano oxidativo (TBARS) foi utilizado 986 

apenas o sobrenadante. As amostras foram determinadas em triplicata para cada 987 

biomarcador. 988 

As análises de Proteínas Totais do sobrenadante (PTS) foram quantificadas 989 

utilizando o kit comercial de Proteínas Totais da BioTécnica. A técnica é baseada na 990 
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reação das proteínas na amostra com íons de cobre, em meio alcalino. Nesse ensaio, o 991 

produto dessa reação resulta numa cor violácea que é detectada em absorbância de 992 

550nm.  993 

Estes valores de PTS foram utilizados para normatização da atividade da 994 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST), e dos 995 

níveis de lipoperoxidação. 996 

 997 

2.3.1 Ensaio Enzimático 998 

A Superóxido dismutase (SOD) foi determinada em meio de reação que consiste 999 

de glicina-NaOH (50mM, pH 11) e epinefrina (1mM) (BOVERIS; CADENAS, 1982), 1000 

onde ocorre a inibição da reação entre o radical superóxido e a epinefrina. Com a 1001 

oxidação da epinefrina obtém-se a formação de um produto colorido (adrenocromo). 1002 

Neste método as amostras foram centrifugadas em 3000rpm por 3 minutos (4°C) e foram 1003 

realizadas três curvas em 40µL (960µL de tampão SOD + 40µL de amostra), 30µL 1004 

(970µL de tampão SOD + 30µL de amostra) e 20µL (980µL de tampão SOD + 20µL 1005 

de amostra), sempre para um volume total de 1000µL e adicionado mais 17µL de 1006 

epinefrina. A atividade da SOD foi detectada a 480nm e o resultado é expresso em 1007 

unidades de SOD. Min-1.mg de PT-1, sendo uma unidade de SOD correspondente a 1008 

quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidação do detector utilizado 1009 

(epinefrina).  1010 

A Catalase (CAT) foi determinada conforme o método descrito por BOVERIS; 1011 

CHANCE (1973) sendo avaliada pelo decaimento do peróxido de hidrogênio (H2O2). 1012 

Para a realização desse método, as amostras foram inicialmente centrifugadas a 1013 

10000rpm durante 5 minutos (4°C) e, após, foi verificada a atividade da CAT por 1014 

espectrofotometria por cinética enzimática a 240nm. Nesse procedimento o meio de 1015 

reação compreende de 955µL de tampão CAT, 10µL de amostra e 35µL de H2O2 1016 

(volume total de 1000µL). O resultado é expresso nmoles H2O2 min-1.mg de proteínas-1017 

1. 1018 

A Glutationa S-transferase (GST) foi quantificada seguindo o método descrito por 1019 

BOYLAND; CHASSEAUD (1969) que consiste na conjugação do 1-cloro 2,4 1020 

dinitrobenzeno (CDNB) e glutationa reduzida (GSH). Nessa técnica as amostras foram 1021 

primeiramente centrifugadas a 3000rpm por 3 minutos e o sobrenadante foi utilizado 1022 

para as análises em espectrofotometria a 340nm. O resultado é expresso em nmoles de 1023 

conjugado CDNB. Min-1.mg de proteínas-1.   1024 
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 1025 

2.3.2 Marcador de Dano Oxidativo 1026 

A Lipoperoxidação (LPO) foi determinada por meio da detecção de substâncias 1027 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). Inicialmente, seguiu-se o método descrito por 1028 

BUEGE; AUST (1978) onde foram adicionados em microtubos: 300μL de ácido 1029 

tricloroacético (TCA), 200μL de ácido tiobarbitúrico (TBA), 100μL de água Milli-Q e 1030 

100μL do homogeneizado, sendo estes posteriormente aquecidos a 100°C durante 15 1031 

minutos e resfriados durante 10 minutos. Após, para o processo de extração do produto 1032 

dessa solução foi adicionado à mistura 600μL de álcool n-butílico, agitados em Vórtex 1033 

e centrifugados em 3600rpm durante 10 minutos (LIMA; ABDALLA, 2001). Para a 1034 

determinação dos níveis de TBARS foi utilizado o sobrenadante e detectado a 535nm. 1035 

O resultado é expresso em nmoles de TBA. Mg de proteínas-1. 1036 

 1037 

2.4 Análise Bioquímica do Metabolismo Intermediário 1038 

As análises metabólicas foram realizadas a partir de um homogeneizado por 1039 

animal para obter as medidas de Proteínas Totais (PT), Ácido Úrico (AU) e Glicogênio 1040 

(GG) conforme o método de extração de VAN HANDEL (1965). Para esse método de 1041 

extração utilizou-se 2 mL de KOH 30% adicionado ao animal inteiro, a 100ºC por 1042 

aproximadamente quatro horas. Em seguida, foram realizadas as análises de PT com o 1043 

kit da BioTécnica (técnica baseada na reação das proteínas na amostra com íons de 1044 

cobre, em meio alcalino e detectada em absorbância de 550nm) e AU com o kit 1045 

comercial da BioTécnica (baseada na catalisação da oxidação do ácido úrico presente 1046 

na amostra e reações produzindo um composto com coloração rosa que é determinado 1047 

a 505nm. Os resultados foram expressos em mg.g-1.  1048 

Para a quantificação do glicogênio (GG) foi acrescentado em cada tubo duas gotas 1049 

de Sulfato de Sódio (Na2SO4) e agitado no vórtex. Após, foi adicionado 5mL de álcool 1050 

etílico absoluto em cada tubo e agitado novamente em vórtex para posterior 1051 

centrifugação a 3000rpm por 10 minutos. Para finalizar essa etapa, o sobrenadante foi 1052 

descartado e mais dois processos de lavagem foram realizados com 2mL de Água 1053 

destilada e 5mL de álcool etílico absoluto, seguindo o mesmo processo de agitação, 1054 

centrifugação e descarte do sobrenadante. Na última etapa, foi realizada a ressuspensão 1055 

do precipitado em 0,3 mL de água destilada e agitação em vórtex, seguida de hidrólise 1056 

ácida (com 0,1 mL HCl em 0,1 mL da suspensão amostral) e aquecidos a 100ºC, por 1057 

uma hora, com posterior neutralização com 0,1 mL de carbonato de sódio (Na2CO3). 1058 
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Para a quantificação da glicose liberada pela hidrólise do glicogênio foi utilizado o kit 1059 

comercial de Glicose da BioTécnica que é baseado no método da glicose oxidada e 1060 

determinada a 505nm. O cálculo do GG feito a partir da relação de uma curva padrão 1061 

obtida com concentração conhecida de glicogênio convertido em glicose e de uma curva 1062 

obtida com o padrão de glicose fornecido pelo kit. Os resultados foram expressos em 1063 

mg.g-1. 1064 

 1065 

2.5 Análise Estatística 1066 

 Foram considerados significativos quando p<0,05, todos os resultados foram 1067 

expressos como média ± erro padrão.Todas as análises estatísticas foram realizadas no 1068 

programa SPSS Statistics para Windows, versão 26.0.  1069 

 Primeiramente, foi avaliada a normalidade utilizando o teste Shapiro-Wilk, 1070 

seguido do teste de homogeneidade de Levene para definir a distribuição dos dados e o 1071 

teste complementar. Para dados paramétricos (p>0,05) foi utilizado o teste de análise de 1072 

variância de uma via (ANOVA), com post-hoc de Tukey (quando o teste de Levene 1073 

indicou p>0,05) ou Games-Howell (quando o teste de Levene indicou p<0,05) 1074 

comparando os grupos exposição com o grupo controle em cada biomarcador. Foi 1075 

utilizada uma análise de variância de duas vias, tendo como fatores fixos os grupos 1076 

(controle, 4µg/L, 15µg/L e 30µg/L) e a faixa etária (adulto-jovem x senil) para cada 1077 

sexo. A posteriori realizamos também, uma ANOVA de três-vias para vermos a 1078 

interação entre os grupos (controle, 4µg/L, 15µg/L e 30µg/L), a idade (adulto-jovem e 1079 

senil) e o sexo (fêmeas e machos). Além disso, para a comparação do Comprimento 1080 

Total (CT) e Massa Corporal (MC), inicial (antes da exposição) e final (após a 1081 

exposição), foi realizado o teste Independent Sample Test (Teste T) para cada grupo 1082 

(controle, 4µg/L, 15µg/L e 30µg/L).  1083 

  1084 

3. Resultados 1085 

3.1 Balanço Oxidativo 1086 

Os resultados obtidos em balanço oxidativo de fêmeas adultas-jovens mostraram 1087 

que a exposição ao Herbicida Dez© mostrou uma diminuição significativa nos 1088 

marcadores CAT (F = 3,309; p = 0,017) e GST (F = 7,333; p = 0,003) na maior 1089 

concentração em relação ao grupo controle (Fig. 2 – D e F). Já os resultados para fêmeas 1090 
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senis mostraram um aumento significativo na concentração de 30µg/L no marcador de 1091 

dano oxidativo, o TBARS (F = 10,010; p = 0,031), e na enzima CAT (F = 4,980; p = 1092 

0,031) com a exposição ao herbicida (Fig. 3 – B e D).   1093 

Em machos adultos-jovens, os resultados apresentaram diferença significativa 1094 

apenas na atividade da CAT (F = 7,426; p = 0,039) na concentração de 15µg/L, 1095 

mostrando uma diminuição em relação ao grupo controle (Fig. 4 – D). E, em machos 1096 

senis expostos ao Herbicida Dez© houve um aumento significativo nos níveis de 1097 

TBARS (F = 3,645; p = 0,045) na concentração de 15µg/L quando comparado ao grupo 1098 

controle (Fig. 5– B).  1099 

Os dados referentes a análise de variância duas vias (grupos e idade) em fêmeas 1100 

mostraram uma diferença significativa na interação grupos e idade em todos os 1101 

marcadores de balanço oxidativo: TBARS (F = 146,043; p = 0,000), PT (F = 16,892; p 1102 

= 0,001), GST (F = 11,363; p = 0,003), SOD (F = 10,078; p = 0,005), CAT (F = 27,227; 1103 

p = 0,000) e razão SOD/CAT (F = 274,995; p = 0,000) (Tabela 6). Já as análises de 1104 

variância de duas vias em machos, observamos diferença significativa na interação entre 1105 

os grupos e as idades apenas em CAT (F = 18,654; p = 0,000) e SOD/CAT (F = 82,564; 1106 

p = 0,000) (Tabela 7). O resultado da ANOVA de três-vias mostrou uma interação 1107 

significativa entre os grupos, as idades e os sexos para todos os marcadores analisados 1108 

(PTS, CAT, GST- p<0,000; TBARS- p<0,004 e SOD, SOD/CAT- p<0,01). 1109 

 1110 

3.2 Metabolismo Intermediário 1111 

Referente as análises de metabolismo intermediário em fêmeas adultas-jovens 1112 

expostas ao Herbicida Dez©, os resultados mostraram diferenças significativas em todos 1113 

os marcadores: GG, PT e AU. A exposição provocou um aumento nos níveis de GG na 1114 

menor concentração (F = 7,427; p = 0,009), aumento nos níveis de PT na maior 1115 

concentração (F = 7,686; p = 0,026), e em AU (F = 29,150; p = 0,020) um aumento na 1116 

concentração de 15 µg/L e diminuição na concentração de 30 µg/L (Fig. 6 – A, B e C). 1117 

Já em fêmeas senis, observou-se um aumento em GG na concentração de 4 µg/L (F = 1118 

13,221; p = 0,004) e um aumento nos níveis de PT na concentração de 30 µg/L (F = 1119 

43,537; p = 0,025) (Fig. 6 – D e E).  1120 

Os resultados de metabolismo da exposição de machos adultos-jovens ao 1121 

Herbicida Dez©, não apresentaram diferenças significativas em nenhum marcador em 1122 

relação ao grupo controle (Fig. 7 – A, B e C). Contudo, em machos senis foi possível 1123 

observar alterações nos níveis de PT e AU. Em PT houve uma diminuição significativa 1124 
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na concentração de 15 µg/L (F = 8,645; p = 0,006) e em AU (F = 22,212) um aumento 1125 

na concentração de 4 µg/L (p = 0,013), 15 µg/L (p = 0,000) e 30 µg/L (p = 0,003) (Fig. 1126 

7 – E e F).   1127 

Além disso, as análises de variância de duas vias em fêmeas mostraram que há 1128 

diferença entre as idades nos marcadores: GG (F = 12,499; p = 0,002) e PT (F = 20,915; 1129 

p = 0,000) (Tabela 8). E, em machos senis houve diferença entre as idades nos 1130 

marcadores de PT (F = 116,595; p = 0,000) e AU (F = 12,088; p = 0,003) (Tabela 9). O 1131 

resultado da ANOVA de três-vias mostrou uma interação significativa entre os grupos 1132 

as idades e os sexos para todos os marcadores analisados (PT e AU- p<0,000; GG- 1133 

p<0,014). 1134 

 1135 

4. Discussão 1136 

 Nossos resultados demonstram pela primeira vez o impacto de concentrações 1137 

ambientalmente relevantes de um herbicida à base de 2,4D sobre adultos-jovens e senis 1138 

de uma espécie de peixe anual neotropical. Outros autores têm mostrado o desafio de 1139 

peixes não anuais para manterem a homeostase e assim garantirem à sobrevivência 1140 

frente à exposição a outros herbicidas (PERSCH et al. 2017 e 2018; URSINI; 1141 

MAIORINO; FORMAN, 2016; LUSHCHAK et al. 2009; SOBJAK et al. 2017; TONI 1142 

et al. 2013). Estudo realizado com Carassius auratus utilizou concentrações 1143 

relativamente baixas do herbicida Roundup e os resultados mostraram que o herbicida 1144 

provocou efeitos prejudiciais no metabolismo dos animais, especialmente em exposição 1145 

prolongada (LUSHCHAK et al. 2009). De acordo com LUSHCHAK et al. (2009) 1146 

mesmo as concentrações baixas de herbicidas podem provocar efeitos adversos no status 1147 

antioxidante em peixes. 1148 

 Além disso, fomos capazes de demonstrar que este organismo com ciclo de vida 1149 

pós-eclosão curto, pode ser utilizado em estudos para o entendimento de aspectos 1150 

toxicocinéticos e toxicodinâmicos em diferentes faixas etárias (adulto-jovem e senil) 1151 

contribuindo para o estabelecimento de fases de maior vulnerabilidade a exposição. 1152 

Estes dados reforçam resultados prévios que apontam os peixes anuais nativos como 1153 

potenciais indicadores de toxicidade ambiental  (CASTRO et al. 2021, 2022; GODOY 1154 

et al. 2020). Estes estudos têm sugerido que estes animais mantêm um sistema 1155 

antioxidante e componentes do sistema de biotransformação altamente eficiente o que 1156 

pode estar relacionado aos ambientes efêmeros ocupados por estas espécies (BEROIS 1157 

et al. 2012; GODOY et al. 2020; CASTRO et al. 2021, 2022). 1158 
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 Nesse estudo avaliamos três concentrações da formulação comercial Dez© 1159 

(princípio ativo 2,4D) sobre fêmeas e machos de Cynopoecilus sp., em diferentes faixas 1160 

etárias. Ambos os sexos mostraram alterações de marcas do sistema antioxidante, de 1161 

biotransformação e das reservas energéticas tanto no estágio adulto-jovem como no 1162 

senil que parecem ter permitido a sobrevivência a sete dias de exposição ao herbicida. 1163 

Contudo, os resultados apontam para a presença de estresse oxidativo, com incremento 1164 

dos níveis de TBARS nas concentrações mais altas do herbicida, tanto em fêmeas como 1165 

em machos, na fase de senilidade o que pode determinar um encurtamento do ciclo de 1166 

vida e um comprometimento da reprodução. Por habitarem ambientes efêmeros, estes 1167 

pequenos peixes apresentam um ciclo de vida curto, crescimento rápido, maturidade 1168 

sexual precoce, reprodução contínua e produção de produção ovos de resistência 1169 

(ARENZON et al. 2001, 2002; BEROIS et al. 2012). 1170 

 Sabe-se que a exposição de um animal a agrotóxicos pode desencadear a formação 1171 

de espécies reativas de oxigênio (EROs) que quando em excesso provocam um 1172 

desequilíbrio entre o sistema antioxidante e agentes pró-oxidantes conduzindo a uma 1173 

situação de estresse oxidativo (GLUSCZAK et al. 2011). Estudos vêm utilizando como 1174 

marcador de dano oxidativo em peixes a determinação dos níveis de TBARS e de 1175 

proteínas carboniladas (CASTRO et al. 2022; PERSCH et al. 2018; THIEL et al. 2020). 1176 

Segundo GLUSCZAK et al. (2011) os mecanismos responsáveis por combaterem as 1177 

EROs constituem o sistema antioxidante. Este sistema se apresenta composto por 1178 

enzimas antioxidantes, como a superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e 1179 

outras, e moléculas de baixo peso molecular, como a glutationa, melatonina, ácido úrico 1180 

e diferentes vitaminas. Diferentes componentes do sistema antioxidante têm sido 1181 

utilizados como marcadores de contaminação, incluindo herbicidas, para o 1182 

entendimento de aspectos toxicodinâmicos (FERREIRA et al. 2010; GLUSCZAK et al. 1183 

2011; SOBJAK et al. 2017).  1184 

 Além disto, enzimas das vias de biotransformação têm sido utilizadas para o 1185 

entendimento de aspectos toxicocinéticos de contaminantes. As glutationas transferases 1186 

(GSTs) são as principais enzimas de fase II de biotransformação encontradas 1187 

principalmente no citosol. Além de seu papel como catalisador a conjugação de 1188 

substratos eletrofílicos à glutationa (GSH), como metabólitos da lipoperoxidação, essas 1189 

enzimas também realizam uma série de outras funções (SHEEHAN et al. 2001). 1190 

 Os resultados referentes as fêmeas adultas-jovens mostraram uma manutenção da 1191 

atividade da SOD e decréscimo da CAT e da GST na maior concentração de 2,4D 1192 



 

77  

(30µg/L). Considerando este perfil de resposta, podemos sugerir que outros 1193 

componentes do sistema antioxidante estejam atuando a fim de manterem baixos os 1194 

níveis de lipoperoxidação evitando assim o dano no componente lipídico; contudo, não 1195 

podemos garantir a ocorrência de dano em outras moléculas, como as proteínas. Estudo 1196 

de Castro et al. (2021) com Cynopoecilus fulgens coletados em ambiente natural 1197 

encontraram baixos níveis de TBARS e altos níveis de proteínas carboniladas nesta 1198 

mesma faixa etária, sugerindo uma relação inversa entre o dano lipídico e o dano 1199 

proteico. Wingen (2021) trabalhando com girinos de Squinax squalirostris expostos a 1200 

concentrações de 2,4D de 4, 15 e 30 µg/L mostraram uma manutenção dos níveis de 1201 

TBARS aliado a um incremento dos níveis de proteínas carboniladas. Contudo, estes 1202 

girinos apresentam um incremento da SOD, CAT e GST fato não verificado por nós 1203 

para esta espécie de peixe anual o que reforça a ideia de ação de outros componentes do 1204 

sistema antioxidante.  1205 

 Sabe-se que a CAT é uma das enzimas mais relevantes do sistema antioxidante, 1206 

sendo responsável por neutralizar a ação das EROs, especialmente do peróxido de 1207 

hidrogênio, sobre sistemas biológicos (HERMES-LIMA, 2004). Também, a GST é uma 1208 

enzima que apresenta uma função secundária na linha de defesa do organismo e tem um 1209 

papel importante na proteção de dano por peroxidação lipídica (ROMERO et al. 2013; 1210 

TU et al. 2008). Dessa forma, o decréscimo da GST na maior concentração em fêmeas 1211 

pode-se sugerir uma diminuição na eliminação do herbicida 2,4D do organismo 1212 

representando uma perda da capacidade funcional de biotransformação. Experimentos 1213 

futuros devem ser desenvolvidos para um melhor entendimento deste conjunto de 1214 

resposta. 1215 

 Nas fêmeas senis os resultados também mostram alterações nos níveis de CAT; 1216 

contudo, houve um aumento da atividade desta enzima na maior concentração (30 µg/L) 1217 

do herbicida, diferente do obtido em fêmeas adultas-jovens. Tal resposta corrobora com 1218 

estudo de THIEL et al. (2020) com Zebrafish que observaram um aumento da atividade 1219 

da CAT na mesma concentração de 2,4D. Sendo assim, sugere-se que a exposição ao 1220 

herbicida Dez© desencadeou um aumento da resposta antioxidante contra o peróxido de 1221 

hidrogênio (H2O2); contudo, o sistema de defesa não foi capaz de evitar a produção do 1222 

radical hidroxila (OH) e assim, danos aos lipídios verificados pelo aumento dos níveis 1223 

de TBARS.  1224 

 Em machos adultos-jovens os resultados mostraram uma diminuição da atividade 1225 

da CAT, na concentração intermediária (15 µg/L), aliada a manutenção da atividade da 1226 
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SOD e da GST, e ausência de lipoperoxidação; demonstrando que o sistema 1227 

antioxidante do animal está atuando na defesa do organismo de uma forma mais intensa 1228 

que nas fêmea. Novamente, esta ausência de dano oxidativo pode estar relacionada a 1229 

uma maior eficiência do sistema antioxidante destes peixes em função do seu ciclo de 1230 

vida e habitat (ARENZON et al. 2001, 2002; BEROIS et al. 2012). Frente aos resultados 1231 

obtidos para ambos os sexos no estágio de desenvolvimento de adulto-jovem, cabe 1232 

ressaltar que observamos que as fêmeas de Cynopoecilus sp. tiveram maiores alterações 1233 

em níveis de marcadores enzimáticos (CAT e GST) do que os machos, o que pode 1234 

representar uma maior vulnerabilidade a exposição ao Dez©, principalmente, na maior 1235 

concentração do herbicida. 1236 

 Machos senis também tiveram um aumento nos níveis de TBARS, mas na 1237 

concentração intermediária (15 µg/L), enquanto a atividade das enzimas manteve-se 1238 

constante. GODOY et al. (2020) e CASTRO et al. (2022) sugerem que peixes anuais 1239 

apresentam um sistema antioxidante eficiente indicando uma capacidade de sustentar o 1240 

equilíbrio oxidativo até a etapa final do ciclo de vida (senil). Entretanto, em nosso estudo 1241 

percebe-se que o estágio de desenvolvimento senil foi mais impactado, tanto em fêmeas 1242 

como em machos, apresentando um incremento acentuado nos níveis de TBARS o que 1243 

indica uma situação de estresse oxidativo nas concentrações mais altas deste herbicida. 1244 

Tal perfil pode determinar um encurtamento do ciclo de via e/ou diminuição da 1245 

capacidade reprodutiva da espécie.  1246 

 De acordo com FANTA et al. (2003) o estudo de parâmetros fisiológicos em 1247 

peixes expostos a agrotóxicos é de extrema importância. Frente a existência de muitas 1248 

substâncias químicas em diversos ambientes aquáticos que podem provocar a redução 1249 

da capacidade vital do organismo acarretando a morte e/ou comprometendo a 1250 

reprodução (PERSH et al. 2018). Sendo assim, para FAUSCH et al. (1990)  os peixes 1251 

podem indicar a qualidade do ecossistema aquático, pois são bastante sensíveis a 1252 

mudanças no meio ambiente. Para isso, a análise de marcadores de metabolismo 1253 

intermediário (glicogênio, proteínas totais, lipídios, triglicerídeos e outros) também são 1254 

uma forma de compreender o que ocorre com a exposição do organismo ao meio 1255 

contaminado. Dessa forma, as mudanças em reservas energéticas podem representar 1256 

uma resposta bioquímica do animal a exposição (SANCHO; FERRANDO; ANDREU, 1257 

1997). 1258 

 Em nosso estudo, os resultados referentes aos marcadores de metabolismo 1259 

mostraram que fêmeas adultas-jovens e senis, e machos senis tiveram maiores alterações 1260 



 

79  

nos níveis de GG, AU e PT. Para as fêmeas o GG teve aumento na menor concentração 1261 

em ambos estágios de desenvolvimento, assim como a PT teve aumento na maior 1262 

concentração. Tal resultado sugere que os níveis elevados de GG podem indicar o 1263 

acúmulo dessa reserva visando a manutenção do balanço energético e o aumento da 1264 

síntese de PT como compensatória, devido a exposição e estresse provocado pelo 1265 

agrotóxico. TONI et al. (2013) afirmam que a proteína é considerada um dos principais 1266 

alvos para explicação dos efeitos de agrotóxicos em peixes.  1267 

 Os níveis de ácido úrico em fêmeas adultas-jovens foram elevados apenas na 1268 

concentração de 15 µg/L, mostrando uma relação inversa com as proteínas, em 30 µg/L 1269 

temos uma diminuição destes níveis, sugerindo que o AU pode estar sendo utilizado 1270 

como um antioxidante não enzimático a fim de minorar o dano oxidativo. Nas fêmeas 1271 

senis os níveis de AU não variam significativamente o que corrobora com o aumento 1272 

nos níveis de TBARS verificados nesta faixa etária. Já em machos senis houve uma 1273 

diminuição dos níveis de PT na concentração de 15 µg/L e um aumento do AU em todas 1274 

as concentrações do herbicida. Pode-se sugerir que o catabolismo das PT seja uma 1275 

estratégia do animal para garantir a síntese de AU e assim, garantir a funcionalidade do 1276 

organismo apesar de não evitar o incremento da lipoperoxidação na concentração mais 1277 

elevada do herbicida. Diversos estudos de nosso grupo (COLTRO et al. 2017; 1278 

WILKENS et al. 2019 e DA SILVA et al. 2021) trabalhando com girinos expostos a 1279 

diferentes herbicidas sugerem um papel antioxidante para o ácido úrico. O ácido úrico 1280 

é o principal produto do metabolismo do nitrogênio em insetos, répteis e aves, enquanto 1281 

o principal produto deste metabolismo em peixes é a ureia. Alguns trabalhos sugerem 1282 

que o ácido úrico funcione como um importante antioxidante plasmático em primatas e 1283 

em vários insetos (TASAKI et al. 2017). Machado et al. (2018) sugere que o ácido úrico 1284 

possa ser utilizado como antioxidante em peixes, especialmente os teleósteos, e em 1285 

anfíbios.  1286 

  1287 

Conclusão 1288 

 Esse estudo buscou elucidar o efeito de uma formulação comercial com princípio 1289 

ativo 2,4D em organismos não-alvo, como uma forma de contribuir para outras 1290 

pesquisas. Mostramos que utilizando concentrações ambientalmente relevantes deste 1291 

herbicida provocaram mudanças em marcadores do balanço oxidativos e do 1292 

metabolismo intermediário em fêmeas e machos de Cynopoecilus sp. em diferentes 1293 
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estágios de desenvolvimento pós-embrionário. Pode-se destacar que o estágio de 1294 

desenvolvimento de maior vulnerabilidade foi a fase senil, na qual os níveis de TBARS 1295 

aumentados sem que o sistema antioxidante fosse capaz de conter o estresse oxidativo. 1296 

Tais respostas demonstram que a exposição ao 2,4D pode provocar efeitos mais intensos 1297 

quando comparado ao estudo de CASTRO et al. (2022) desenvolvido com machos 1298 

destes animais expostos ao glifosato.  1299 

 1300 
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Tabelas e figuras (Capítulo 3)  1499 

Tabela 1 Parâmetros abióticos da água do local de coleta utilizado neste estudo. 1500 

Campanhas de 

Amostragem 

Temperatura 

(°C) 
pH 

Condutividade 

(Ms/cm) 

ORP* 

(mV) 
Salinidade 

TDS**  

(ppm) 

Junho 18.28 4.93 0.00 108.8 0.18 189 

       

Novembro 24.74 5.06 0.00 11.08 0.27 280 
* Potencial Oxidação-Redução (ORP) 1501 
** Sólidos Totais Dissolvidos (TDS) 1502 
 1503 

 1504 

 1505 

 1506 

 1507 

 1508 

  1509 
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Tabela 2 Média ± erro padrão do Comprimento Total inicial e final (mm) em fêmeas adultas jovens 1510 
e senis de Cynopoecilus sp. exposto a Dez©. Para comparar as medidas dos animais, foi realizado 1511 

o Teste de Amostra Independente em cada grupo experimental (Controle, 4, 15 e 30 µg/L). (*) 1512 
significa diferença entre o Comprimento Total inicial e final dos animais (p < 0,05). 1513 
 1514 

Estágio de 

Desenvolvimento 
Grupo 

Comprimento 

Total Inicial 

Comprimento 

Total Final 
df F P 

Adulto-jovem Controle 18.91 ± 0.35 19.84 ± 0.46 22 1.476 0.127 

 4 µg/L 19.88 ± 0.26 19.98 ± 0.52 16 5.720 0.876 

 15 µg/L 19.55 ± 0.29 20.26 ± 0.59 16 4.588 0.300 

 30 µg/L 19.88 ± 0.26 20.86 ± 0.55 16 9.460 0.131 

       

Senil Controle* 19.80 ± 0.61 21.60 ± 0.55 22 0.068 0.041 

 4 µg/L* 19.90 ± 0.62 22.51 ± 0.61 18 0.014 0.008 

 15 µg/L* 20.06 ± 0.75 22.15 ± 0.63 18 0.370 0.047 

 30 µg/L 21.14 ± 0.54 22.58 ± 0.50 18 0.001    0.069 

       

 1515 

 1516 

 1517 

 1518 

 1519 

 1520 

 1521 

  1522 
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Tabela 3 Média ± erro padrão do Comprimento Total inicial e final (mm) em machos adultos 1523 
jovens e senis de Cynopoecilus sp. exposto a Dez©. Para comparar as medidas dos animais, foi 1524 

realizado o Teste de Amostra Independente em cada grupo experimental (Controle, 4, 15 e 30 1525 
µg/L). (*) significa diferença entre o Comprimento Total inicial e final dos animais (p < 0,05). 1526 
 1527 

Estágio de 

Desenvolvimento 
Grupo 

Comprimento 

Total Inicial 

Comprimento 

Total Final 
df F P 

Adulto-jovem Controle 24.73 ± 0,60 25.47 ± 0,48 36 1.618 0.346 

 4 µg/L 25.47 ± 0.69 25.66 ± 0.65 46 0.006 0.839 

 15 µg/L 25.48 ± 0.93 25.88 ± 0.87 34 0.818 0.753 

 30 µg/L 24.55 ± 0.78 25.86 ± 1.04 34 2.545 0.323 

      

 

 

 

Senil Controle* 25.07 ± 0.60 29.30 ± 1.08 26 8.595 0.002 

 4 µg/L* 25.66 ± 0.74 31.01 ± 1.03 34 1.112 0.000 

 15 µg/L* 25.75 ± 0.85 28.54 ± 0.78 38 0.009 0.021 

 30 µg/L* 24.27 ± 0.74 26.97 ± 0.93 34 0.385 0.030 

       

 1528 

 1529 

  1530 
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Tabela 4 Média ± erro padrão da Massa Corporal inicial e final (g) em fêmeas adultas jovens e 1531 
senis de Cynopoecilus sp. exposto a Dez©. Para comparar as medidas dos animais, o Teste de 1532 

Amostra Independente foi realizado em cada grupo experimental (Controle, 4, 15 e 30 µg/L). (*) 1533 
significa diferença entre o Comprimento Total inicial e final dos animais (p < 0,05). 1534 
 1535 

Estágio de 

Desenvolvimento 
Grupo 

Massa Corporal 

Inicial 

Massa Corporal 

Final 
df F p 

Adulto-jovem Controle* 0.07 ± 0.00 0.10 ± 0.00 22 0.181 0.005 

 4 µg/L 0.09 ± 0.00 0.10 ± 0.00 16 0.004 0.259 

 15 µg/L 0.10 ± 0.00 0.11 ± 0.00 16 1.895 0.147 

 30 µg/L* 0.07 ± 0.00 0.13 ± 0.00 16 3.307 0.000 

       

Senil Controle* 0.07 ± 0.00 0.11 ± 0.00 22 1.417 0.000 

 4 µg/L* 0.08 ± 0.00 0.12 ± 0.01 18 3.927 0.005 

 15 µg/L* 0.08 ± 0.00 0.12 ± 0.00 18 4.162 0.000 

 30 µg/L* 0.07 ± 0.00  0.11 ± 0.01 18 1.589 0.003 

       

 1536 

 1537 
 1538 

 1539 
 1540 
 1541 

 1542 

 1543 
 1544 
 1545 

 1546 
 1547 

 1548 
 1549 
 1550 

 1551 
  1552 
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Tabela 5 Média ± erro padrão da Massa Corporal inicial e final (g) em machos adultos jovens e senis 1553 
de Cynopoecilus sp. exposto a Dez©. Para comparar as medidas dos animais, o Teste de Amostra 1554 

Independente foi realizado em cada grupo experimental (Controle, 4, 15 e 30 µg/L). (*) significa 1555 
diferença entre o Comprimento Total inicial e final dos animais (p < 0,05). 1556 
 1557 

Estágio de 

Desenvolvimento 
Grupo 

Massa Corporal 

Inicial 

Massa Corporal 

Final 
df F p 

Adulto-jovem Controle* 0.16 ± 0.01 0.22 ± 0.01 36 1.221 0.001 

 4 µg/L 0.19 ± 0.01 0.22 ± 0.01 46 2.850 0.111 

 15 µg/L 0.18 ± 0.01 0.23 ± 0.01 34 1.714 0.075 

 30 µg/L* 0.16 ± 0.01 0.23 ± 0.02 34 7.528 0.009 

       

Senil Controle* 015 ± 0.01 0.28 ± 0.02 26 12.937 0.000 

 4 µg/L* 0.19 ± 0.01 0.32 ± 0.02 34 6.312 0.000 

 15 µg/L* 0.19 ± 0.01 0.26 ± 0.02 38 2.782 0.008 

 30 µg/L* 0.16 ± 0.01  0.23 ± 0.01 34 0.991 0.004 

       

 1558 

  1559 
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Tabela 6 Resultados da análise do Balanço Oxidativo. Dados de média ± erro padrão de marcadores 1560 
fisiológicos em fêmeas adultas e senis de Cynopoecilus sp. expostas ao Dez© (4, 15 e 30 µg/L). 1561 

Proteína Total (TP), Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS), Glutationa S-transferase 1562 
(GST), Catalase (CAT), Superóxido Dismutase (SOD) e razão SOD/CAT. (*) significa diferença entre 1563 
as faixas etárias por Two-Way ANOVA (p < 0,05). 1564 

 1565 
 1566 

 1567 
 1568 
 1569 

 1570 

 1571 
 1572 
 1573 

 1574 
 1575 
 1576 

 1577 

 1578 

 1579 

 1580 

 1581 

Estágio de 

Desenvolvimento 

Marcador 

Fisiológico 

 Dez© 

Controle 4 µg/L 15 µg/L 30 µg/L 

Adulto-jovem 

Senil 

PT* 6,42 ± 1,16   

11,11 ± 0,52 

5,55 ± 0,71  

10,60 ± 1,13 

7,84 ± 1,59  

10,39 ± 1,07 

9,07 ± 0,85  

8,97 ± 1,02 

 

 TBARS* 42,43 ± 3,45   

4,38 ± 0,52 

62,23 ± 10,50  

3,27 ± 0,40 

27,10 ± 6,00  

3,54 ± 0,36 

32,82 ± 2,47  

6,48 ± 0,31 

 

 SOD* 21,64 ± 1,60   

14,17 ± 1,18 

26,63 ± 3,84  

4,01 ± 1,55 

19,97 ± 5,43 

15,57 ± 1,93 

16,93 ± 2,72 

17,01 ± 2,26 

 

 CAT* 33,32 ± 2,02  

7,63 ± 0,86 

27,89 ± 3,62 

15,45 ± 2,70 

23,68 ± 7,26  

11,80 ± 2,33 

15,30 ± 3,75  

16,46 ± 1,65 

 SOD/CAT* 0,65± 0,06  

1,93± 0,28 

0,96 ± 0,13  

0,95 ± 0,14 

0,94 ± 0,25  

1,41 ± 0,32 

1,15 ± 0,14  

1,05 ± 0,18 

 

 GST* 0,77 ± 0,03  

0,37± 0,03 

0,66 ± 0,14  

0,40 ± 0,01 

0,43 ± 0,09  

0,29 ± 0,03 

0,29 ± 0,04  

0,46 ± 0,06 
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Tabela 7 Resultados da análise do Balanço Oxidativo. Dados de média ± erro padrão de marcadores 1582 
fisiológicos em machos adultos e senis de Cynopoecilus sp. expostos ao Dez© (4 , 15 e 30 µg/L). 1583 

Proteína Total (TP), Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS), Glutationa S-transferase 1584 
(GST), Catalase (CAT), Superóxido Dismutase (SOD) e razão SOD/CAT. (*) significa diferença entre 1585 
as faixas etárias por Two-Way ANOVA (p < 0,05). 1586 
 1587 

 1588 
 1589 

  1590 

Estágio de 

Desenvolvimento 

Marcador 

Fisiológico 

 Dez© 

Controle 4 µg/L 15 µg/L 30 µg/L 

Adulto-jovem  

Senil 

PT 7,90 ± 0,99 

13,45 ± 2,18 

10,92 ± 2,20  

8,72 ± 1,84 

12,57 ± 0,70 

9,18 ± 1,07 

7,69 ± 0,26  

7,97 ± 0,31 

 TBARS 18,83 ± 6,26  

9,87 ± 1,47 

15,63 ± 3,87  

17,48 ± 4,94 

21,30 ± 5,03 

27,80 ± 5,22 

16,57 ± 5,49  

15,53 ± 2,76 

 SOD 19,84 ± 3,65  

11,77 ± 3,10 

15,58 ± 2,71 

18,46 ± 2,70 

13,28 ± 1,00 

16,26 ± 2,55 

21,34 ± 1,98 

16,33 ± 1,90 

 CAT* 9,49 ± 0,71 

9,92 ± 1,10 

7,28 ± 1,32 

17,57 ± 4,13 

5,95 ± 0,35 

17,78 ± 2,66 

10,84 ± 0,42 

13,13 ± 1,16 

 SOD/CAT* 2,05 ± 0,24 

1,14 ± 0,16 

2,15 ± 0,18 

1,14 ± 0,16 

2,23 ± 0,12 

0,93 ± 0,12 

1,96 ± 0,13 

1,29 ± 0,24 

 GST 0,56 ± 0,09 

0,32 ± 0,07 

0,41 ± 0,06 

0,53 ± 0,07 

0,38 ± 0,03 

0,52 ± 0,06 

0,46 ± 0,05 

0,42± 0,01 
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Tabela 8 Resultados da análise do Metabolismo Intermediário. Dados de média ± erro padrão de 1591 
marcadores fisiológicos em fêmeas adultas e senis de Cynopoecilus sp. expostas a Dez© (4, 15 e 30 1592 

µg/L). Glicogênio (GG), Proteína Total (PT) e Ácido Úrico (UA). (*) significa diferença entre as faixas 1593 
etárias por Two-Way ANOVA (p < 0,05). 1594 
 1595 

 1596 

 1597 

 1598 

 1599 

 1600 

 1601 

 1602 

 1603 

 1604 

 1605 

  1606 

Estágio de 

Desenvolvimento 

Marcador 

Fisiológico 

 Dez© 

Controle 4 µg/L 15 µg/L 30 µg/L 

Adulto-jovem Senil GG* 

(mg/g) 

1,14 ± 0,20  

1,20 ± 0,07 

3,47 ± 0,55 

2,07 ± 0,19 

2,44 ± 0,59 

0,96 ± 0,08 

1,31 ± 0,15 

1,14 ± 0,15 

 PT* 

(mg/g) 

0,27 ± 0,02  

0,13 ± 0,00 

0,23 ± 0,03 

0,09 ± 0,00 

0,24 ± 0,04 

0,15 ± 0.03 

0,44 ± 0,03 

0,42 ± 0,02 

 AU 

(mg/g) 

0,03 ± 0,00 

0,07 ± 0.00 

0,04 ± 0,01 

0,06 ± 0.00 

0,12 ± 0,01 

0.05 ± 0.00 

0,02 ± 0,00 

0.04 ± 0.00 
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Tabela 9 Resultados da análise do Metabolismo Intermediário. Dados de média ± erro padrão de 1607 
marcadores fisiológicos em machos adultos e senis de Cynopoecilus sp. expostos a Dez© (4, 15 e 30 1608 

µg/L). Glicogênio (GG), Proteína Total (PT) e Ácido Úrico (UA). (*) significa diferença entre as 1609 
faixas etárias por Two-Way ANOVA (p < 0,05). 1610 

 1611 

 1612 

 1613 

 1614 

  1615 

Estágio de 

Desenvolvimento 

Marcador 

Fisiológico 

 Dez© 

Controle 4µg/L 15µg/L 30µg/L 

Adulto-jovem 

Senil 

GG 

(mg/g) 

0,59 ± 0,07  

0,62 ± 0,09 

0,54 ± 0,09 

0,49 ± 0,07 

0,80 ± 0,35 

0,52 ± 0,11 

1,30 ± 0,34 

 0,66 ± 0,14 

 PT* 

(mg/g) 

0,81 ± 0,19 

3,97 ± 0,18 

1,11 ± 0,04 

4,74 ± 0,74 

1,34 ± 0,30 

2,02 ± 0,22 

1,13 ± 0,09 

 3,07 ± 0,23 

 AU* 

(mg/g) 

0,02 ± 0,00 

0,01 ± 0,00 

0,02 ± 0,00 

0,03 ± 0,00 

0,02 ± 0,00 

 0,04 ± 0,00 

0,02 ± 0,00 

 0,03 ± 0,00 
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Fig. 1. Representação do delineamento experimental com as etapas do teste toxicológico 1616 
com machos e fêmeas de Cynopoecilus sp. Em ambos os sexos, cada grupo (C, D1, D2 1617 

e D3) contém de três a quatro aquários. 1618 
 1619 
 1620 
 1621 
 1622 

 1623 

 1624 

 1625 

 1626 

 1627 

 1628 

 1629 

 1630 

 1631 

 1632 

 1633 

  1634 

 

ETAPA 1: PERÍODO DE ACLIMATAÇÃO (10 DIAS) 

ETAPA 2: PERÍODO EXPOSIÇÃO (7 DIAS) 

C D1 D2 D3 

C D1 D2 D3 

FÊMEAS 

MACHOS 

• N° Aquários: 4 por grupo. 

• Alimentação: Artemia salina. 

• Parâmetros controlados. 
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Fig. 2 Efeitos do Herbicida Dez© (4µg/L, 15µg/L e 30µg/L) sobre parâmetros de 1635 
balanço oxidativo em fêmeas adultas jovens de Cynopoecilus sp. (A) Proteína Total do 1636 

sobrenadante (TP), (B) Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), (C) 1637 
Superóxido dismutase (SOD), (D) Catalase (CAT), (E) relação SOD/CAT e (F) 1638 
Glutationa S -transferase (GST). As barras representam médias ± erro padrão. (*) 1639 
Significativamente diferente do grupo controle (p < 0,05). 1640 
 1641 

 1642 
 1643 
 1644 

 1645 
 1646 

 1647 
 1648 
 1649 
 1650 
 1651 

 1652 
 1653 
 1654 
 1655 

 1656 
 1657 
 1658 

 1659 
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Fig. 3 Efeitos do Herbicida Dez© (4µg/L, 15µg/L e 30µg/L) sobre parâmetros de 1660 
balanço oxidativo em fêmeas senis de Cynopoecilus sp. (A) Proteína Total do 1661 

sobrenadante (TP), (B) Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), (C) 1662 
Superóxido dismutase (SOD), (D) Catalase (CAT), (E) relação SOD/CAT e (F) 1663 
Glutationa S -transferase (GST). As barras representam médias ± erro padrão. (*) 1664 
Significativamente diferente do grupo controle (p < 0,05). 1665 
 1666 

 1667 

 1668 

 1669 

 1670 

 1671 

 1672 

 1673 

 1674 

 1675 

 1676 
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Fig. 4 Efeitos do Herbicida Dez© (4µg/L, 15µg/L e 30µg/L) sobre parâmetros de 1677 
balanço oxidativo em machos adultos-jovens de Cynopoecilus sp. (A) Proteína Total do 1678 

sobrenadante (TP), (B) Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), (C) 1679 
Superóxido dismutase (SOD), (D) Catalase (CAT), (E) relação SOD/CAT e (F) 1680 
Glutationa S -transferase (GST). As barras representam médias ± erro padrão. (*) 1681 
Significativamente diferente do grupo controle (p < 0,05). 1682 
 1683 

 1684 
 1685 
 1686 
 1687 
 1688 
 1689 

 1690 
 1691 
 1692 
 1693 
 1694 

 1695 

 1696 

 1697 
 1698 
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Fig. 5 Efeitos do Herbicida Dez© (4µg/L, 15µg/L e 30µg/L) sobre parâmetros de 1699 
balanço oxidativo em machos senis de Cynopoecilus sp. (A) Proteína Total do 1700 

sobrenadante (TP), (B) Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), (C) 1701 
Superóxido dismutase (SOD), (D) Catalase (CAT), (E) relação SOD/CAT e (F) 1702 
Glutationa S -transferase (GST). As barras representam médias ± erro padrão. (*) 1703 
Significativamente diferente do grupo controle (p < 0,05). 1704 

 1705 

 1706 

 1707 

 1708 

 1709 

 1710 

 1711 

 1712 

 1713 
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Fig. 6 Resultados da análise do Metabolismo Intermediário para as fêmeas adultas 1714 
jovens e senis de Cynopoecilus sp. expostas ao Herbicida Dez©. (A) Glicogênio adulto-1715 

jovem (GG), (B) Proteína total adulto-jovem (TP), (C) Ácido úrico adulto-jovem (UA), 1716 
(D) Glicogênio senil, (E) Proteína total senil (TP) e (F) Ácido Úrico Senil (AU). As 1717 
barras representam médias ± erro padrão. (*) Significativamente diferente do grupo 1718 
controle (p < 0,05). 1719 
 1720 

 1721 
 1722 

 1723 

 1724 
 1725 
 1726 

 1727 
 1728 
 1729 
 1730 
 1731 

 1732 
 1733 
 1734 
 1735 

 1736 
 1737 
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Fig. 7 Resultados da análise do Metabolismo Intermediário para os machos adultos-1738 
jovens e senis de Cynopoecilus sp. expostos ao Herbicida Dez©. (A) Glicogênio adulto-1739 

jovem (GG), (B) Proteína total adulto-jovem (TP), (C) Ácido úrico adulto-jovem (UA), 1740 
(D) Glicogênio senil, (E) Proteína total senil (TP) e (F) Ácido Úrico Senil (AU). As 1741 
barras representam médias ± erro padrão. (*) Significativamente diferente do grupo 1742 
controle (p < 0,05). 1743 

 1744 

 1745 

 1746 

 1747 
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Anexo (Capítulo 3) 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS DA TESE 

Frente a constante entrada e a exposição de agrotóxicos em ecossistemas 

aquáticos diversos organismos como os peixes anuais podem ser considerados 

vulneráveis por ocorrerem em áreas que podem estar inseridas ou próximas a matrizes 

agrícolas que fazem uso de agrotóxicos. Além disto, os peixes anuais são organismo de 

distribuição geográfica restrita, ocupam habitats efêmeros e por isto apresentam ciclo 

de vida pós-embrionário muito curto, rápido crescimento e reprodução até o final do 

ciclo de vida com a produção de ovos de resistência. Neste estudo desenvolvido com 

Cynopoecilus sp. em diferentes faixas etárias e sexos mostramos pela primeira vez o 

impacto da exposição a dois tipos de formulações comerciais de herbicidas tendo como 

princípio ativo o glifosato (Roundup Original®) e o 2,4D (Dez©), sendo estes os dois 

herbicidas mais comercializados no Brasil. Foi evidenciado que a exposição ao 

agrotóxico modula o sistema antioxidante e o metabolismo destes animais a fim de 

evitar a mortalidade ao longo da exposição (7 dias). As respostas foram relacionadas a 

faixa de desenvolvimento e ao sexo dos animais. Nossa pesquisa mostrou que os 

marcadores fisiológicos estabelecidos, bem como a espécie, parecem serem promissores 

para serem utilizados em estudos futuros de senescência e toxicologia. O AU parece 

atuar como uma molécula antioxidante nesta espécie apesar de não ser a excreta 

nitrogenada principal em peixes.  

Nossos resultados em relação ao herbicida glifosato (Roundup Original®) 

mostram que em machos de Cynopoecilus sp. a capacidade do sistema antioxidante de 

foi eficiente nas duas fases do desenvolvimento biológico analisadas neste estudo, 

embora os idosos apresentem níveis 2 vezes maiores de peroxidação lipídica associados 

à manutenção dos níveis de atividade da SOD e da CAT mesmo após a exposição ao 

herbicida. No entanto, indivíduos senis foram afetados negativamente pela exposição a 

formulações comerciais de Roundup Original© e isto foi relacionado a redução da 

atividade da GST. Para as fêmeas as respostas mais intensas também foram observadas 

nos animais senis, onde temos um aumento de CAT e da GST, uma diminuição da 

relação SOD/CAT, combinado com um aumento de PT e AU quando comparados ao 

grupo controle. A análise two-way mostrou uma diferença significativa entre as faixas 

etárias e os grupos para vários dos biomarcadores reforçando a maior sensibilidade das 

fêmeas senis ao glifosato.  
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Já a exposição ao herbicida 2,4D (Dez©) provocou mudanças intensas nos 

parâmetros oxidativos e metabólicos em Cynopoecilus sp., em ambos os sexos. 

Observamos um impacto deste herbicida nas fêmeas adultas-jovens provocando uma 

diminuição da CAT e da GST, e um aumento do GG, PT e AU. Já nos adultos-jovens 

machos, somente a CAT apresentou uma variação significativa. Novamente, 

evidenciamos que o estágio de desenvolvimento de maior vulnerabilidade, tanto para 

machos como para fêmeas, foi a fase senil, onde observamos um incremento da 

atividade da CAT nas maiores concentrações do herbicida, aliado a um aumento do dano 

oxidativo em lipídios (TBARS). Assim, podemos afirmar que o 2,4D provocou estresse 

oxidativo nestes animais mesmo em concentrações ambientalmente relevantes. Além 

disso, verificamos nas fêmeas senis um incremento dos níveis de GG e PT nos animais 

expostos a maior concentração do herbicida. Nos machos senis temos uma diminuição 

das PT seguida de um incremento do AU.  

Cabe ressaltar que para ambos os herbicidas utilizados o estágio de 

desenvolvimento de maior sensibilidade foi a fase senil, a qual apresentou níveis de 

TBARS mais elevados, uma perda da capacidade funcional de enzimas e até mesmo um 

esgotamento de reservas energéticas. Entretanto, a exposição ao herbicida com o 

princípio ativo 2,4D mostrou ser mais prejudicial a espécie do que o herbicida glifosato. 

Sendo assim, a determinação da exposição em diferentes estágios de desenvolvimento 

contribuiu para ressaltar as mudanças e efeitos em cada faixa etária, demonstrando o 

estágio mais suscetível. Tais resultados obtidos que destacam a maior vulnerabilidade 

no estágio senil podem estar relacionados com a possível deterioração da integridade 

fisiológica na fase de senescência, possivelmente evidenciando disfunções 

mitocondriais que normalmente ocorrem no processo de envelhecimento.  

Por fim, nossos estudos mostram que a utilização dos peixes anuais neotropicais 

é muito promissora, representando um excelente modelo de vertebrado em estudos 

toxicológicos. Como também, os parâmetros analisados mostraram ser importantes na 

compreensão dos efeitos provocados com a exposição. Dessa forma, enfatiza-se a 

necessidade de desenvolvimento de métodos e estratégias para conservação do ambiente 

aquático e dos organismos ali presentes. Esperamos que os resultados das pesquisas 

possam contribuir para futuros estudos envolvendo efeito de misturas, da influência de 

fatores ambientais com a exposição ou até mesmo um período prolongado de exposição 

dos animais com o intuito na conservação dos ecossistemas aquáticos.  
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