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RESUMO

Nas últimas décadas, a crescente utilização de agrotóxicos na produção de alimentos tem

ocasionado a contaminação de seres vivos e a acumulação nos segmentos bióticos e

abióticos dos ecossistemas, gerando uma série de transtornos e modificações no ambiente.

Assim, há uma grande necessidade de entender como esses interagem com os sistemas

biológicos, para então avaliar seus efeitos em organismos não alvos. Deste modo, este

projeto visou avaliar as consequências do glifosato (N-fosfonometilglicina), principal

herbicida utilizado no Brasil, no processo germinativo de feijão-de-corda (Vigna

unguiculata). Para tanto, sementes de feijão foram incubadas em diferentes concentrações de

glifosato (1; 2,5; 5 e 10 mM) e em água destilada, como controle negativo, para germinarem.

Decorrido o período necessário, a taxa de germinação foi avaliada e os valores, expressos

como a média. Os resultados demonstraram que as sementes germinadas em maior

concentração de glifosato testado (10 mM) apresentaram reduzida taxa de germinação, que

decresceu à medida que a concentração do herbicida foi elevada. A pesquisa seguiu com o

controle e os tratamentos 2,5 e 10 mM. Em busca de modificações citológicas, explantes de

diferentes partes das plântulas foram submetidos à rotina histológica e as lâminas obtidas,

visualizadas em microscópio óptico de luz, em que foi observado o desenvolvimento tardio

ocasionado pela exposição ao glifosato. Além disso, as plântulas obtidas foram submetidas a

extração de proteínas e analisadas por Espectrometria de Massas, das quais foram

identificadas mais de vinte proteínas subexpressas e superexpressas relacionadas às respostas

ao estresse e ao desenvolvimento vegetal. Ainda, testes de estresse oxidativo - catalase

(CAT), superóxido dismutase (SOD) e malondialdeído (MDA) - foram feitos para identificar

enzimas antioxidantes presentes, bem como sua atividade, que demonstraram maior

quantidade de CAT no grupo controle, associada ao desenvolvimento natural da planta,

menor nível de SOD no tratamento com 10 mM, que corrobora com a redução do

crescimento observada, e resultados similares para todos os dados obtidos no teste de MDA.

Os resultados demonstram que o glifosato é capaz de alterar a germinação das sementes do

feijão-de-corda, corroborando com a hipótese de que o herbicida pode afetar organismos não

alvo tanto a nível citológico quanto no perfil proteico.

Palavras-chave: agrotóxico, herbicida, estresse oxidativo, desenvolvimento vegetal.



ABSTRACT

In recent decades, the increasing use of pesticides in food production has caused

contamination of living beings and accumulation in the biotic and abiotic segments of

ecosystems, generating a series of disorders and changes in the environment. Thus, there is a

great need to understand how these compounds interact with biological systems, in order to

evaluate their effects on non-target organisms. Thus, this project aimed to evaluate the

consequences of glyphosate (N-phosphonomethylglycine), the main herbicide used in Brazil,

on the germination process of cowpeas (Vigna unguiculata). For this purpose, cowpeas seeds

were incubated in different concentrations of glyphosate (1; 2.5; 5 and 10 mM) and in

distilled water, as a negative control, to germinate. After the necessary period, the

germination rate was evaluated and the values   were expressed as the average. The results

showed that seeds germinated at the highest concentration of glyphosate tested (10 mM) had

a reduced germination rate, which decreased as the herbicide concentration was increased.

The research continued with the control and treatments of 2.5 and 10 mM. In search of

cytological changes, explants from different parts of the seedlings were subjected to routine

histology and the slides obtained were viewed under an optical light microscope, in which

the delayed development caused by exposure to glyphosate was observed. In addition, the

seedlings obtained were subjected to protein extraction and analyzed by Mass Spectrometry,

from which more than twenty underexpressed and overexpressed proteins related to stress

responses and plant development were identified. Furthermore, oxidative stress tests -

catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) - were performed

to identify the antioxidant enzymes present, as well as their activity, which demonstrated a

higher amount of CAT in the control group, associated with the natural development of the

plant, a lower level of SOD in the treatment with 10 mM, which corroborates the reduction

in growth observed, and similar results for all data obtained in the MDA test. The results

demonstrate that glyphosate is capable of altering the germination of cowpea seeds,

corroborating the hypothesis that the herbicide can affect non-target organisms both

cytologically and in the protein profile.

Keywords: pesticide, herbicide, oxidative stress, plant development.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Uso de Agrotóxicos

O termo <agrotóxico= é amplamente conhecido no mundo inteiro, devido a sua

utilização em larga escala. No Brasil, o termo foi reconceituado pela Lei Federal n° 14.785, de

27 de Dezembro de 2023, como:

Produtos e agentes de processos físicos, químicos ou biológicos destinados ao uso
nos setores de produção, no armazenamento e no beneficiamento de produtos
agrícolas, nas pastagens ou na proteção de florestas plantadas, cuja finalidade seja
alterar a composição da flora ou da fauna, a fim de preservá-las da ação danosa de
seres vivos considerados nocivos (Brasil, 2023).

Dentre a extensa gama de produtos classificados como agrotóxicos, pode-se

incluir aqueles que possuem diferentes alvos biológicos, como inseticidas, fungicidas,

herbicidas, fumigantes, algicidas, avicidas, nematicidas, moluscicidas e acaricidas, além

daqueles considerados reguladores de crescimento (Silva; Fay, 2004).

A agricultura, sendo a base da economia de diversos países, passou por diversas

adaptações para o aumento da produção e a segurança na qualidade dos cultivos. Pesticidas e

herbicidas ganharam popularidade devido à forte necessidade de conter a fome de bilhões de

seres humanos. Assim sendo, a agricultura tradicional é extremamente dependente de

agrotóxicos, uma vez que o objetivo é produzir alimentos em larga escala, o uso dessas

substâncias é uma ferramenta a mais para assegurar a proteção contra baixas produtividades

ou mesmo perdas de culturas.

Em países desenvolvidos, a aplicação de agrotóxicos é considerada a espinha

dorsal na proteção de plantas, o que contribui para a industrialização da produção agrícola

moderna (Magarey et al., 2019; Nishimoto, 2019). De acordo com a avaliação da Food and

Agriculture Organization of the United Nations (FAO), o uso de agroquímicos está

aumentando no continente americano e asiático, dentro destes se destacam os países com

maior uso médio de pesticidas, em relação a quantidade de terras aráveis, desde 1990

(FAOSTAT, 2022).

Nas últimas décadas, o Brasil expandiu em 190% o mercado de agrotóxicos,

classificando-se como o maior consumidor de agrotóxicos no mundo, em primeiro lugar no
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ranking de consumo desde 2008 (Rigotto; Vasconcelos; Rocha, 2014). Com um crescimento

de 392% no consumo anual entre 2003 e 2021, o país atingiu 720 mil toneladas consumidas

somente em 2021. O uso por hectare também aumentou significativamente, alcançando 10,9

kg ha-1, mais que triplicando a quantidade utilizada em 2003 (Figura 1). Em vista disso, e

considerando que o Brasil possui a exportação de produtos agrícolas como carro-chefe na

economia, o consumo brasileiro superou o dos Estados Unidos em 1,57 vezes, onde foram

registradas 457 mil toneladas (Paz et al., 2023).

Figura 1 - Infográfico sobre o uso de agrotóxico no Brasil entre 2012 e 2014.

Fonte: Repórter Brasil. Uso de agrotóxico no Brasil entre 2012 e 2014 baseado na relação entre a média anual do
uso destes produtos, em Kg, e a área agrícola de cada estado, ou unidade da federação, em hectare (ha). A
Região Centro-Oeste lidera este parâmetro, seguida do estado de São Paulo.

Segundo Lykogianni et al. (2021), entre os diferentes indicadores de uso de

pesticidas, como <o uso de pesticidas por área de terras agrícolas= da Food and Agriculture
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Organization Corporate Statistical Database (FAOSTAT) ou o consumo de pesticidas, que

descreve as vendas de pesticidas em kg por hectare, tendem a ser ilusórios ao considerar seu

uso sustentável, tendo em vista que não levam em consideração seu impacto ambiental ou as

propriedades toxicológicas.

Embora o Brasil seja o líder mundial do uso de agrotóxicos, não existem

evidências suficientes que permitam concluir que os diversos compartimentos ambientais

brasileiros estejam contaminados ou em processo de contaminação. Com essa lacuna de

informações sobre a qualidade de nosso ambiente, cria-se um panorama de incertezas no que

diz respeito à saúde pública e à proteção do meio ambiente. Cenários internacionais indicam

que muitas regiões agrícolas apresentam um nível de contaminação bastante elevado (Gomes;

Barizon, 2014).

O agronegócio tem se expandido no Nordeste do Brasil, centrado em

monocultivos, e tem ensejado consequências sobre a produção agrícola associadas à

contaminação ambiental e humana, promovendo impactos à saúde, ocasionando mortes,

intoxicações agudas e efeitos crônicos devido ao uso de agrotóxicos, dentre outros agravos

(Araújo; Oliveira, 2016).

De acordo com McDougall (2018), dentre os pesticidas com maior volume de

vendas estão, em primeiro lugar, herbicidas, seguidos de inseticidas e fungicidas. Dentre as

substâncias utilizadas como agrotóxicos, o glifosato talvez seja o agrotóxico mais famoso do

mundo. E é, com certeza, o mais vendido (ABRASCO, 2019).

A partir de 1985, impulsionados pela preocupação com o comércio e o uso dos

pesticidas de forma segura, foi estabelecido o <Código Internacional de Conduta sobre Gestão

de Pesticidas= (FAO, 1985), determinado pela FAO, juntamente com a Organização Mundial

da Saúde (OMS) e organizações semelhantes. Apesar da maioria dos países seguirem este

código, é permitido que se adapte em cada região, sendo rigorosamente regulamentado na

União Europeia e bem mais flexível na legislação brasileira (Phillips, 2018).

Uma recente pesquisa realizada pela OMS e pela FAO, relatou que cerca de 65%

dos países não proíbem ou restringem o uso de pesticidas altamente perigosos (OMS; FAO,

2019). Em contrapartida, há questões que tangem a segurança dos alimentos para o

consumidor e a avaliação de risco ambiental (ERA) que afetam diretamente os seres-vivos e a

saúde da população destes países.

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721036974?casa_token=gqlghFQDL0kAAAAA:7ZyRi1j9NoOCdXIKEkaRdwf2j2ZczoF4fy85VDKMT_K1yYgXedhCzhy96FwxNhT6RTdSbBZxOWo#bb0365
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721036974?casa_token=gqlghFQDL0kAAAAA:7ZyRi1j9NoOCdXIKEkaRdwf2j2ZczoF4fy85VDKMT_K1yYgXedhCzhy96FwxNhT6RTdSbBZxOWo#bb0850
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721036974?casa_token=gqlghFQDL0kAAAAA:7ZyRi1j9NoOCdXIKEkaRdwf2j2ZczoF4fy85VDKMT_K1yYgXedhCzhy96FwxNhT6RTdSbBZxOWo#bb1075
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721036974?casa_token=gqlghFQDL0kAAAAA:7ZyRi1j9NoOCdXIKEkaRdwf2j2ZczoF4fy85VDKMT_K1yYgXedhCzhy96FwxNhT6RTdSbBZxOWo#bb1075
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No setor alimentício, a legislação sobre Limites Máximos de Resíduos (LMR) e

as tolerâncias de importação devem garantir que os produtos agrícolas atendam aos critérios

de segurança exigidos. Apesar da realidade dos mercados nacionais, bem como da

certificação destes produtos, não ser clara, iniciativas legislativas como essas têm incentivado

países com setores agrícolas significativos, como o Brasil, a aprimorar sua regulamentação

(Sarkar et al, 2021).

Outro ponto importante na regulamentação da utilização de agrotóxicos pautam-se

nas limitações da ERA, que negligenciam efeitos da mistura de componentes químicos, bem

como as alterações na dinâmica, fraquezas na ecotoxicologia e omissão das interações

ecológicas (Topping et al., 2020). Além disso, a avaliação não leva em consideração os

efeitos adversos que podem acontecer após a utilização em larga escala temporal.

Atualmente, a ERA considera apenas uma única cultura e um único produto,

ignorando o fato de que, na prática, os organismos não alvo são expostos a uma mistura de

vários pesticidas sistêmicos durante uma temporada de cultivo (Brühl; Zaller, 2019). Além

disso, a ERA não leva em conta os efeitos indiretos, como a redução de plantas não alvo, que

repercute em um inteiro desequilíbrio no ecossistema (Hahm et al., 2014). Isso subestima a

real situação dos processos agrícolas, camuflando o risco concreto para a biodiversidade na

paisagem resultante do uso de pesticidas.

1.2 Classificação do Glifosato

O glifosato, [N-(fosfonometil)glicina], um herbicida de amplo espectro, é um

composto orgânico, de forma molecular C3H8NO5P e baixo peso molecular (169.05 Da)

(Richmond, 2018). Pertence ao grupo químico das glicinas substituídas, sendo sintetizado a

partir da substituição de um hidrogênio amínico do aminoácido glicina, pelo radical

metilfosfônico (Maggi et al., 2020).

Em relação à sua estrutura química, o glifosato é um zwiterrion, ou seja, possui

uma carga positiva e uma carga negativa, sendo eletricamente neutro, com funções fosfonato,

carboxilato e amina (Figura 2). Isto proporciona a capacidade de quelar a metais trivalentes e

quadrivalentes. Por ser do grupo dos organofosforados, possui elevada polaridade e liga-se

covalentemente aos átomos de carbono e fósforo, conferindo ao glifosato alta adsorção, alta

solubilidade em água, insolubilidade em solventes orgânicos e compatibilidade com outras

substâncias químicas (Singh; Kumar, 2017; Williams et al., 2000).

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721036974?casa_token=gqlghFQDL0kAAAAA:7ZyRi1j9NoOCdXIKEkaRdwf2j2ZczoF4fy85VDKMT_K1yYgXedhCzhy96FwxNhT6RTdSbBZxOWo#bb0995
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Figura 2 - Estrutura química do glifosato.

Fonte: PubChem. Representação plana da estrutura química do glifosato, semelhante a estrutura do aminoácido
glicina, sendo que um hidrogênio amínico foi substituído pelo radical metilfosfônico (C₁H₅O₃P).

O mecanismo de ação do glifosato é considerado sistêmico, já que é absorvido

pela planta e se transloca através dela, não seletivo, pois atua tanto em seu alvo, as ervas

daninhas, quanto em outras plantas, e pós-emergente, agindo em indivíduos já germinados

(Bai; Ogbourne, 2016; Chiarello et al., 2019). Tanto em plantas como em animais, o glifosato

é metabolizado de forma pouco eficaz, sendo excretado minimamente alterado. Cerca de

apenas 1% de seu volume é metabolizado no organismo, via hidrólise, originando o ácido

aminometilfosfônico (AMPA), o principal metabólito do glifosato (Chiarello et al., 2019;

OMS; FAO, 2005).

Pelo seu tamanho molecular, o glifosato, ao ser absorvido pelas folhas e folhagens

de plantas em crescimento, pode atuar como inibidor de determinadas proteínas, uma vez que

pode se encaixar em sítios específicos presentes na superfície das enzimas, causando inibição

ou mau funcionamento enzimático. É desta forma que o glifosato atua como um inibidor da

enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), na via do shiquimato, que

sintetiza os aminoácidos aromáticos fenilalanina, tirosina e triptofano. Atualmente, entende-se

que a inibição da EPSPS desregula a via do shiquimato, resultando em fluxo descontrolado de

carbono, esgotando estoques de compostos necessários para a fixação do carbono, causando

uma perturbação geral do metabolismo de organismos que apresentam essa via em suas

células (Duke, 2020).
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1.3 Histórico do Glifosato

O glifosato foi descoberto em 1950, quando o químico suíço, Henri Martin, da

farmacêutica Cilag, sintetizou a molécula. Posteriormente, foi patenteada pela Monsanto,

empresa multinacional de agricultura e biotecnologia, que a partir de 1970 desenvolveu

herbicidas à base de glifosato, comercializados sob o nome comercial Roundup™

(ABRASCO, 2019). Inicialmente, foi usado pela Stauffer Chemical para quelar metais e não

por seu potencial herbicida, no entanto, foi reconhecido que o glifosato ao se ligar ao

manganês, altera uma enzima essencial à via biossintética da formação de aminoácidos,

mudando a perspectiva de sua utilização (Richmond, 2018).

Além disso, o aumento na quantidade de vendas do glifosato ocorreu a partir da

introdução de safras comerciais geneticamente modificadas, Roundup Ready™, ainda na

década de 1990. Isto tornou possível usar o glifosato para o controle de ervas daninhas tanto

antes, quanto durante o crescimento da safra, assim como após a colheita (Richmond, 2018).

Desta forma, sementes transgênicas resistentes ao glifosato foram, e ainda são, amplamente

comercializadas.

Dado o conhecimento de seu efeito inibitório, as aplicações comerciais do

glifosato foram expandidas, tendo em vista sua ação herbicida potencial e seletiva contra

plantas indesejadas, além de, em teoria, não prejudicar os animais (Richmond, 2018). Assim,

a partir dos anos 2000, com a expiração da patente da Monsanto, o glifosato passou a ser o

princípio ativo de mais de 2 mil produtos de diferentes empresas. Somente no Brasil, mais de

100 agrotóxicos contêm essa substância e, em 2022, mais de 266 mil toneladas de glifosato

foram comercializadas, estando em primeiro lugar como ingrediente ativo mais vendido há

anos (IBAMA, 2024).

Concomitante ao extenso número de formulações contendo glifosato está a

aparente segurança do herbicida, encoberta pelo mercado quando se leva em consideração o

elevado volume de vendas. No entanto, nos últimos anos, surgiram controvérsias quanto aos

reais impactos provocados pelo herbicida tanto na saúde humana quanto no meio ambiente, o

que incentivou diversas pesquisas com este enfoque. Assim, desde 2015, o glifosato foi tema

de debates em instituições internacionais: a Agência Internacional para Pesquisa do Câncer

(IARC), da OMS, classificou-o como <provável causador= de câncer, sendo contraposto no

ano seguinte por um painel também da OMS e da FAO que o considerou seguro quando usado
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de forma limitada. Em 2018, a Bayer, uma das principais empresas responsáveis pela

comercialização do glifosato, enfrentou processos judiciais e indenizações milionárias por

pessoas que alegaram ter desenvolvido câncer devido à exposição ao glifosato. Já em 2019,

após modificações de diferentes regulamentações pelo mundo, a Agência Nacional de

Vigilância Sanitária (ANVISA) permitiu o uso do herbicida no Brasil, afirmando que ele não

possui características mutagênicas ou carcinogênicas, abrindo consultas públicas sobre o tema

que ainda está em discussão (ABRASCO, 2019; Richmond, 2018).

1.4 Impactos Ambientais do Glifosato

Embora o uso de agrotóxicos como o glifosato tenha contribuído expressivamente

para o aumento da produtividade agrícola sem que fosse necessário expandir as áreas

cultiváveis, contribuindo para a segurança alimentar global (McDougall, 2018), existe uma

necessidade crescente de práticas agrícolas sustentáveis. Essas práticas buscam minimizar os

potenciais impactos negativos do herbicida sobre a saúde humana e o meio ambiente, para que

se garanta o equilíbrio ecológico e a integridade das redes alimentares (Tudi et al., 2021).

Há uma séria preocupação quanto aos efeitos do herbicida no ambiente, pois este,

ao afetar toda uma cadeia alimentar, pode induzir diversas mudanças indesejadas. Assim, a

adoção de certas práticas agrícolas sustentáveis pelos agricultores, a fim de manter as

interações entre os componentes bióticos e abióticos dos ecossistemas para obter o equilíbrio

ecológico e salvar as redes alimentares, faz-se uma verdadeira ferramenta neste contexto

(Tudi et al., 2021).

O glifosato, após a aplicação por pulverização, persiste no solo, onde se fixa

fortemente e é lentamente liberado dependendo da composição e das condições do solo, da

água, das precipitações e do tipo de cultivo, fazendo com que sua meia vida possa variar de

dias a meses. Ademais, os graves efeitos ecotoxicológicos em organismos não alvo podem se

tornar mais fortes ao longo do tempo em áreas naturais vizinhas a locais com práticas

agrícolas intensivas, já que essas áreas não alvo são submetidas frequentemente a derivas de

herbicidas (Vereecken, 2005; Henderson et al., 2010).

Estudos indicam que tanto o glifosato quanto seu principal produto de

decomposição, o AMPA, são amplamente disseminados no ambiente, sendo encontrados em

sedimentos, solos, rios e águas subterrâneas (Battaglin et al., 2014; Sanchís et al., 2012). Isto

se deve a decomposição do herbicida no ambiente, que é produto da ação dos microrganismos
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presentes no solo, permitindo que tanto o glifosato, quanto seu subproduto, o AMPA,

liguem-se ao solo e, à medida com que são degradados, quebrem-se, liberando fosfato,

amônia e dióxido de carbono (Richmond, 2018).

Por sua polaridade, o glifosato e o AMPA são capazes de dissolverem-se em

corpos hídricos, seja de forma direta, pelo escoamento da água aos rios, córregos e oceanos,

ou indireta, através de sua disseminação pelo ar atmosférico. A meia-vida destes compostos

variam, chegando a cerca de 90 dias (Henderson et al., 2010). Embora a concentração de

glifosato nas águas subterrâneas seja geralmente baixa, condições de forte precipitação podem

aumentar a lixiviação do solo, levando a uma contaminação mais significativa (Sanchís et al.,

2012). Isto pode levar, até mesmo, a efeitos adversos à saúde humana, ressaltando as possíveis

implicações na segurança alimentar ao considerar a exposição crônica a substâncias

lipossolúveis e bioacumulativas (Lykogianni et al., 2021).

1.5 Efeitos em Organismos Não Alvo

A relação entre meio ambiente e agrotóxicos é extremamente complexa, pois

produtos químicos aplicados no ambiente poderão resultar em algum impacto, seja nos

componentes abióticos, como solo e água, já mencionados, ou nos bióticos que ali coexistem.

Assim, há implicações negativas da utilização de pesticidas sobre os organismos não alvo,

sejam estas espécies vegetais, animais, como os polinizadores, ou na própria saúde humana,

que não devem passar despercebidas.

Uma das apreensões dos pesquisadores é a biotransformação do glifosato em

metabólitos eletrofílicos que, por sua vez, podem reagir com hotspots de aminoácidos

nucleofílicos, como cisteínas e lisinas em proteínas, causando interrupções na bioquímica de

proteínas, bem como a catálise enzimática, a regulação de enzimas, a regulação

pós-traducional e o balanço redox, além de interações proteína-proteína dentro da célula (Ford

et al., 2017).

Quanto ao efeito metabólico do glifosato em plantas, estudos já comprovaram sua

interferência na fisiologia de diferentes espécies vegetais. Os processos afetados variam desde

a produção de espécies reativas de oxigênio, prejuízo na taxa fotossintética, redução na síntese

de clorofila, alterações hormonais, diminuição do aporte nutricional, até distúrbios no

metabolismo de lignina e carbono (Serra et al., 2013; Reddy et al., 2004; Ahsan et al., 2008).

Estudos já comprovaram que o herbicida também é capaz de dificultar a síntese de alanina, no

https://link.springer.com/article/10.1007/s13412-018-0517-2#ref-CR48
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ciclo C2 da fotorrespiração vegetal, pois, ao competir com a glicina, resulta na perda de

glutamato, essencial para esta via metabólica (Vivancos et al., 2011). Resultados obtidos por

Ferreira et al. (2023), no estudo do manejo de ervas daninhas com o glifosato, sugerem que

este produziu efeitos letais ou subletais nas espécies vegetais testadas, algumas das quais

foram muito sensíveis, apresentando alta redução de crescimento, mesmo com ¼ da dose

usada nas lavouras.

Por atuar como um quelante de metais, o glifosato consegue reduzir o nível de

nutrientes minerais vitais para a planta que atuam, em grande parte, como cofatores

enzimáticos ou constituintes biomoleculares (Singh et al., 2020). Desta forma, a perturbação

nos níveis nutricionais, atrelada a superacumulação de espécies reativas de oxigênio (EROs),

leva a um consequente estresse oxidativo nos organismos, sejam eles vegetais ou animais.

As EROs são produzidas naturalmente pelo metabolismo celular, sendo

fundamental para diversos processos fisiológicos, como a diferenciação celular, a fosforilação

de proteínas, a ativação de fatores de transcrição, entre outros (Hrycay; Bandiera, 2015;

Rajendran et al., 2014). Contudo, se acumuladas, tem a capacidade de danificar estruturas

celulares (Gaschler; Stockwell, 2017). Além disso, as EROs são responsáveis por causar

peroxidação lipídica, danificando as membranas celulares fosfolipídicas. Este processo gera

diferentes produtos, sendo o malondialdeído (MDA), o principal, os quais causam desordens

no fluxo de íons, danos ao DNA e, até mesmo, morte celular. Com o objetivo de conter ou

evitar tais impactos, enzimas antioxidantes são sintetizadas, como a superóxido dismutase

(SOD) e catalase (CAT) (Eckl; Bresgen, 2017).

Com relação aos demais organismos, a Agência de Proteção Ambiental dos

Estados Unidos (USEPA), classifica o glifosato na categoria IV de toxicidade quando inalado,

assim como sugere uma baixa toxicidade oral e dérmica aguda. Relata-se que o herbicida é

capaz de se bioacumular em animais, decompondo-se a depender do ambiente, como já

mencionado (Singh et al., 2020). Além disso, os estudos referentes aos efeitos do herbicida

abrangem desde microrganismos, como algumas bactérias, até grandes vertebrados, como

mamíferos e o próprio ser humano, demonstrando ser prejudicial em diferentes sistemas

fisiológicos.

Dentre os exemplos do impacto do glifosato em espécies não alvo pode-se

ressaltar a redução da abundância relativa de Acidobacteria, filo relacionado à rizosfera,
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devido ao uso excessivo em culturas resistentes ao glifosato. Esse grupo está envolvido nos

processos biogeoquímicos, podendo alterar a disponibilidade de nutrientes na rizosfera e

interferir no crescimento de plantas (Newman et al., 2016 ). Em minhocas do gênero Eisenia,

o herbicida, em efeitos de longo prazo, reduziu a fertilidade dos casulos, extinguindo a

população local da área estudada (Santadino et al., 2014 ), no entanto, na dose recomendada,

não causa prejuízo a atividade reprodutiva desses indivíduos (Santos et al., 2012 ).

Em macroalgas (Nitella microcarpa var. wrightii), enquanto a associação de

glifosato e Roundup dificultou o processo de fotossíntese, o AMPA teve efeito estimulante,

além disso, o uso excessivo afetou a distribuição espaço-temporal da espécie no ecossistema

(Oliveira et al., 2016). Em bagres prateados (Rhamdia quelen), três formulações do herbicida

foram testadas em ensaios enzimáticos no fígado e plasma, resultando no aumento em

equivalentes ao MDA, na redução da catalase e no aumento da SOD em determinadas

formulações e concentrações (Murussi et al., 2016).

Em abelhas (Apis mellifera), foi analisado o efeito toxicológico sobre o

comportamento do apetite. Cronicamente, observou-se uma redução na sensibilidade ao

néctar em adultas jovens e baixo desempenho de aprendizagem, já de forma aguda, a

aprendizagem associativa foi prejudicada, embora a busca por néctar não tenha sido afetada.

Deve-se notar que, caso insetos polinizadores, como as abelhas, carreguem consigo glifosato

junto ao néctar, podem contaminar os demais indivíduos e trazer efeitos a longo prazo

(Herbert et al., 2014 ). Além disso, quanto à navegação, as abelhas demonstraram atraso no

tempo de voo até a colmeia, bem como voos indiretos, demonstrando interferência em seu

aparato cognitivo (Balbuena et al., 2015 ).

O uso indevido dos agrotóxicos na agricultura, que permeia aplicações

descontroladas de pesticidas, descarte inadequado, falta de equipamentos de proteção e uso de

produtos ilegais e falsificados, gera diversos casos de exposição às substâncias presentes

(Zikankuba et al., 2019). Geralmente, estas circunstâncias podem causar, aos seres humanos

afetados, vômitos, dermatite, confusão mental, dores de cabeça, além de efeitos a longo prazo,

como problemas renais e efeitos no sistema reprodutivo (Debnath; Khan, 2017).

A IARC baseia suas avaliações em publicações científicas e avaliações

regulatórias, em que estão inclusos os estudos patrocinados pela própria indústria, essenciais

para produtos que necessitam de regulamentação. Embasado nisso, a agência discutiu o

https://link.springer.com/article/10.1007/s10311-017-0689-0#ref-CR82
https://link.springer.com/article/10.1007/s10311-017-0689-0#ref-CR103
https://link.springer.com/article/10.1007/s10311-017-0689-0#ref-CR105
https://link.springer.com/article/10.1007/s10311-017-0689-0#ref-CR85
https://link.springer.com/article/10.1007/s10311-017-0689-0#ref-CR78
https://link.springer.com/article/10.1007/s10311-017-0689-0#ref-CR51
https://link.springer.com/article/10.1007/s10311-017-0689-0#ref-CR8
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721036974?casa_token=gqlghFQDL0kAAAAA:7ZyRi1j9NoOCdXIKEkaRdwf2j2ZczoF4fy85VDKMT_K1yYgXedhCzhy96FwxNhT6RTdSbBZxOWo#bb1115
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/headache
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721036974?casa_token=gqlghFQDL0kAAAAA:7ZyRi1j9NoOCdXIKEkaRdwf2j2ZczoF4fy85VDKMT_K1yYgXedhCzhy96FwxNhT6RTdSbBZxOWo#bb0185


23

potencial carcinogênico do glifosato em humanos, em especial, em casos de linfomas

não-Hodgkin. Os resultados em estudos base não demonstraram o padrão observado nos

pacientes acometidos, levando a IARC a concluir como <evidência limitada= em humanos, no

entanto, apoiada em indícios suficientes de carcinogenicidade em animais, além de evidências

significativas na genotoxicidade e estresse oxidativo (IARC, 2017). Considerando diferentes

pesquisas e, ainda, as discussões mais atuais, as controvérsias quanto a este tópico

permanecem e tal efeito ainda deve ser elucidado.

1.6 Feijão-de-Corda

O feijão-de-corda (Vigna unguiculata), conhecido também como feijão-caupi, é

uma Dicotiledônea, pertencente à família Fabaceae, sendo o gênero Vigna pantropical, com

centenas de espécies catalogadas. Além disso, quanto a sua composição, o grão de

feijão-de-corda contém aproximadamente 25% de proteína e entre 50 e 67% de carboidrato

(Devi; Kushwaha; Kumar, 2015) (Figura 3).

Figura 3 - (A) Cultivo de feijão-de-corda, (B) Vagem e feijão-de-corda.

Fonte: (A) Revista Natural, (B) Embrapa Amazônia Oriental. (A) Representação da cultura de feijão-de-corda
em campo, em que as vargens ainda se apresentam em desenvolvimento. (B) Vagem fechada com sementes e
grãos de feijão-de-corda.

Por possuir uma boa fonte de energia, proteína, vitaminas, minerais e fibras

alimentares, é considerada uma leguminosa árida socioeconomicamente importante,

garantindo a segurança alimentar e nutricional para milhões de pessoas em países em

desenvolvimento (Devi; Kushwaha; Kumar, 2015; Lunardi et al., 2019). Durante o processo

germinativo do feijão, enzimas metabólicas como as proteases são ativadas, levando a

liberação de aminoácidos e peptídeos e, consequentemente, promovendo a síntese de novas

proteínas (Gulewicz et al. 2008).

https://link.springer.com/article/10.1007/s13197-015-1832-1#ref-CR9
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O feijão-de-corda é altamente resiliente a condições adversas, como os ambientes

quente, secos e com solos pobres (Boukar et al., 2018). De acordo com o Instituto Brasileiro

de Geografia e Estatística (IBGE), no Brasil, cerca de 80 milhões de hectares de áreas

agrícolas são destinados ao cultivo do feijão-de-corda, com destaque para a região Nordeste

que possui aproximadamente 11 milhões de hectares (IBGE, 2017). No estado do Ceará, a

Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) estima que o feijão deverá registrar uma

produção total que ultrapassa 3,3 milhões de toneladas na temporada 2023/2024, sendo que,

apenas na segunda safra, deve-se registrar uma colheita de 462,8 mil toneladas para o

feijão-de-corda (CONAB, 2024).

Dessa forma, o feijão-de-corda representa um alimento básico para as populações

de baixa renda da região nordeste do Brasil, apresentando ciclo curto com tolerância à seca e

capacidade de crescer em solos pouco férteis. Assim sendo, dada a importância deste cultivo,

atentar-se para seu controle de qualidade bem como de seu desenvolvimento normal é

necessário e torna-se um alvo necessário para o estudo científico.

Diante do exposto, tendo em vista o uso intensivo do glifosato e a crescente

preocupação com seus impactos, é fundamental dar seguimento aos estudos sobre os efeitos

desse herbicida em organismos não alvo, como o feijão-de-corda (Vigna unguiculata). Assim,

analisar as consequências citológicas, através de metodologias que avaliem desde a

bioquímica até a histologia e proteômica desta espécie base, é de suma importância para

entender como esse herbicida pode agir. Além disso, torna-se mais um estudo elucidativo para

ampliar a segurança e viabilidade das pesquisas, avaliando possíveis riscos ambientais e à

saúde humana associados ao uso prolongado deste agrotóxico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as consequências da exposição de sementes de feijão-de-corda (Vigna

unguiculata) ao glifosato, a nível citológico e proteômico.

2.2 Objetivos Específicos

- Expor as sementes de feijão-de-corda (Vigna unguiculata) em diferentes tratamentos para

germinação;

- Realizar análises estruturais, em microscopia de luz, dos segmentos de feijão-de-corda

expostos ao glifosato;

- Identificar e quantificar, por Espectrometria de Massas (LC-MSE), as proteínas presentes e

diferencialmente expressas nas plântulas de feijão-de-corda expostas a glifosato;

- Relacionar as proteínas super ou subexpressas após exposição ao glifosato com seu o

papel biológico e envolvimento na resposta à exposição ao agrotóxico;

- Avaliar a resposta ao estresse oxidativo das plântulas de feijão-de-corda expostas a

glifosato.
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3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Germinação das Sementes

As sementes de feijão foram incubadas em diferentes concentrações de glifosato

(1 mM, 2,5 mM, 5 mM e 10 mM) e água destilada, como controle, por 30 minutos. Em

seguida, foram dispostas em placas de Petri contendo papel de filtro embebido com as

mesmas soluções de origem. Um total de 30 sementes foram utilizadas para cada

concentração e a unidade amostral foi definida com uma placa contendo 10 sementes. Os

experimentos foram conduzidos em triplicata por 70 horas. Decorrido esse período, foi

realizada a contagem e os valores de germinação foram expressos como a média da

triplicata.

3.2 Processamento Histológico

A partir de cada tratamento, foram selecionadas 3 sementes para análises

histológicas. As sementes foram fixadas em solução Karnovsky por cerca de 24 horas, após

isso, passaram por desidratação seriada em Álcool Etílico, 99%, 90% e 80%, sendo 1 hora

para cada solução e armazenadas em Etanol (70%). As sementes germinadas/plântulas

passaram por corte a mão livre, dos quais foram selecionados a raiz, o hipocótilo e a parte

do cotilédone de maior contato com este último, em que se espera encontrar maior

movimentação proteica e de reserva. Os cortes foram dispostos em microtubos de

polipropileno de acordo com o tratamento, em que ficaram em solução de pré-infiltração e

de infiltração em parafina por 24 horas cada uma, a vácuo.

O material infiltrado foi emblocado em Historesina, em que a razão utilizada

com o endurecedor foi de 15:1 em cada bloco, e concluída decorridas 24 horas. Os blocos

foram cortados em micrótomo a 4 μm de espessura. Após isso, as lâminas foram coradas

em Azul de Toluidina, submersas por cerca de 15 minutos, e lavadas em água destilada, por

10 minutos. Os cortes histológicos foram visualizados em Microscópio de Óptico.

3.3 Análise do Perfil Proteico

Para o preparo da solução tampão de extração, de 250 mL, foram utilizados o

Tris-HCl 100 mM, ditiotreitol (DTT) 1 mM e fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 0,5

mM. As sementes de uma das placas de Petri de cada tratamento do processo germinativo

foram pesadas e a quantidade de solução tampão utilizada foi o triplo da massa de sementes

obtida.
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A maceração foi feita com a massa e o tampão previamente calculados, com o

auxílio de almofariz e pistilo. O material macerado foi armazenado e deixado na mesa

agitadora por 30 minutos. Posteriormente, foram centrifugados a 10.000 x g por 20 minutos

a 4°C. O sobrenadante foi coletado, dos quais 15 mL foram utilizados para determinação da

concentração de proteínas solúveis por meio da metodologia descrita por Bradford (1976) e,

em seguida, análise por Espectrometria de Massas no Núcleo de Biologia Experimental da

Universidade de Fortaleza (NUBEX-UNIFOR).

As frações proteicas, obtidas como acima descrito, foram inicialmente

submetidas à digestão com tripsina. Com esta finalidade, as amostras foram tratadas com

0,2% da solução do surfactante RapiGest SF (Waters, Milford, USA), em uma solução de

NH4HCO3 50 mM, adicionados a 100 µg de fração proteica. A mistura foi incubada a 80

°C, por 15 min. Em seguida, foram adicionados às amostras 5 µL de ditiotereitol (DTT) 100

mM, para abertura das proteínas, o que facilita o acesso para alquilação e digestão. Após

agitação, os tubos foram colocados em chapa aquecedora a 60 °C. Após incubação de 30

min, foram adicionados 5 µL de iodoacetamida (IAA) 300 mM à mistura, para alquilação

das cisteínas e, mais uma vez, foi dado um vortex. As amostras foram então colocadas em

local escuro, à temperatura ambiente, para que a reação de alquilação ocorresse por 30 min.

Decorrido esse tempo, 1 µg da enzima tripsina (Promega) foi adicionado às amostras e a

reação de digestão ocorreu em estufa, a 37 °C, por aproximadamente 16 h. Por fim, a

amostra foi centrifugada a 13000 x g, por 30 min, a 6 °C, e o sobrenadante transferido para

frascos apropriados para análise por espectrometria de massas, denominados vials. Aos

frascos contendo as proteínas digeridas foram adicionados peptídeos trípticos da proteína

fúngica álcool-desidrogenase (ADH; UniProt: P00330) ou peptídeos trípticos da proteína

rábica fosforilase B (PhospB; UniProt: P00489), para serem utilizadas como proteínas

padrão conhecidas e essenciais para quantificação absoluta de cada amostra (Geromanos et

al., 2011; Mbeunkui; Goshe, 2011).

A aquisição de dados de espectrometria de massas foi realizada através de um

espectrômetro de massas MicroESI-Q-TOF, acoplado a um sistema de cromatografia

nanoUPLC. Para coleta, processamento, análise de dados e busca no banco de dados

adequado, foram utilizados os programas MassLynx v4. 1 e Progenesis. Os bancos de dados

UniProtKB/Swiss-Prot 57.1 e UniProtKB/TrEMBL 40.1 foram utilizados e as condições de

pesquisa foram baseadas na taxonomia da espécie em estudo. Da lista final de proteínas

identificadas com confiança (0,05 ≥ p ≥ 0,95), aquelas que apresentaram razão (entre

controle versus tratamentos com glifosato) igual ou superior a 1,5 foram consideradas
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superexpressas (up-regulated) e aquelas que apresentaram razão igual ou inferior 0,5 foram

consideradas subexpressas (down-regulated). Proteínas com razões de expressão entre os

valores acima estabelecidos foram consideradas sem expressão diferencial (unchanged).

3.4 Testes de Estresse Oxidativo

Para a extração proteica, foi utilizada solução tampão fosfato de potássio (50

mM, pH 7,8). As sementes de uma das placas de Petri de cada tratamento do processo

germinativo foram pesadas e a quantidade de solução tampão utilizada foi o dobro da massa

de sementes obtida. A maceração foi realizada com o auxílio de almofariz e pistilo. O

material macerado foi centrifugado a 10.000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi

coletado e mantido sob refrigeração para análise de catalase (CAT), superóxido dismutase

(SOD) e malondialdeído (MDA).

3.4.1 Catalase

O protocolo descrito por Beers e Sizer (1952) foi utilizado, com algumas

modificações. Em cubetas de quartzo, adicionou-se 2 mL de peróxido de hidrogênio (H2O2,

12,5 mM, em tampão fosfato de potássio 50 mM) e, imediatamente antes da leitura a 240

nm, pipetou-se 10 µL do sobrenadante das amostras. As absorbâncias foram observadas

durante 6 minutos e a variação entre o primeiro e o último minuto foi considerada,

tomando-se cuidado para que a formação de bolhas não atrapalhasse a leitura. A atividade da

catalase foi dada como mM de H2O2 decomposto por minuto. Uma curva-padrão com

peróxido de hidrogênio foi construída para interpolação das absorbâncias.

3.4.2 Superóxido Dismutase

O ensaio foi realizado de acordo com Rodrigues et al. (2012) com modificações.

Em microplaca de 96 poços, 60 µL do sobrenadante foi adicionado a um meio de reação

contendo tampão fosfato de potássio (50mM, pH 7,8), EDTA (1 mM), Triton X-100 (0,25%)

e L-metionina (130 mM) e água destilada. Na ausência de luz, adicionou-se na placa 20 µL

de azul de nitrotetrazólio (NBT, 750 µM) e 20 µL de riboflavina (100 mM). A reação

ocorreu por 5 min no escuro e a leitura inicial das absorbâncias a 630 nm foi feita para

obter-se o branco da reação. Depois disso, a placa foi posicionada em uma câmara acoplada

com luz fluorescente (32 W) a uma distância de ± 20 cm. A cada 5 min de reação realizou-se

uma nova leitura das absorbâncias, até completar-se 15 min de reação. O resultado foi
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expresso em U/mg de proteína, onde uma unidade de enzima (U) corresponde à quantidade

de enzima capaz de inibir 50% da fotorredução do NBT.

3.4.3 Malondialdeído

Em microtubos de polipropileno, 75 µL do sobrenadante de cada tratamento,

bem como do grupo controle, foram adicionados com 50 µL de ácido tricloroacético (TCA

10% m/v; 1 M) e 125 µL de ácido tiobarbitúrico (TBA 0,67% m/v; 1 M). Uma

curva-padrão com diluições seriadas (0, 1,5; 3, 6, 9, 12, 15 nmol) de 1,1,3,3 –

tetraetoxipropano (TEP, 0,06 mM) foi construída. As amostras e a curva foram colocadas

em banho-maria (95º C por 1 hora), resfriadas, centrifugadas a 10.000 x g por 10 min a 4°C.

O conteúdo dos microtubos centrifugados foi coletado, disposto em microplaca de 96 poços

e a absorbância foi lida a 532 nm. O resultado foi expresso como nmol de MDA/g de

tecido.

3.5 Análise Estatística

Os valores médios e seus respectivos desvios padrão foram calculados a partir de

triplicatas biológicas. A significância estatística da diferença entre as médias foi testada

usando ANOVA unidirecional, seguida por um teste multivariado de Tukey, para taxa de

germinação, CAT e MDA, e Dunnet, para SOD, usando o programa GraphPadPrism®

versão 8.0.2. Valores de p <0,045 foram considerados para indicar significância estatística.

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M) para as variáveis

com distribuição normal.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES

4.1 Germinação das Sementes

Após a exposição das sementes às diferentes concentrações do herbicida, foi

possível observar que as sementes expostas à maior concentração de glifosato testado (10

mM) apresentaram uma média de germinação de apenas 23% (Tabela 1). Verificou-se uma

taxa decrescente entre os valores (1 mM, 2,5 mM, 5 mM e 10 mM) e, em dados estatísticos,

apresentando diferença significativa quando comparado as duas menores concentrações (1

mM e 2,5 mM), valores de 83% e 77% de sementes germinadas, respectivamente. Os valores

observados no grupo controle e 1 mM de glifosato não apresentaram alterações expressivas

(Gráfico 1).

Tabela 1 - Taxa de germinação do feijão-de-corda.

Tratamento Taxa de Germinação Média

Controle 100% 90% 80% 90%

1 mM 90% 80% 80% 83%

2,5 mM 80% 60% 90% 77%

5 mM 60% 40% 60% 53%

10 mM 30% 30% 10% 23%

Valores representados em triplicata e média das taxas obtidas para cada tratamento.

Gráfico 1 - Comparação estatística entre a média de germinação dos tratamentos.

Fonte: dados da pesquisa. Letras mostram equivalência entre as taxas conforme ANOVA comparando todos os
grupos (a, b e c), sendo controle e 2,5 mM diferente de 10 mM. Valores dados em média, barras representam
desvio padrão (DP).
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Além disso, pode-se observar que o nível de desenvolvimento das plântulas do

controle e das concentrações 2,5mM e 10mM foram visivelmente diferentes, apresentando

distinção principalmente nas raízes, algumas já em processo de necrose, e nos hipocótilos,

alguns já evidenciando parte aérea, como pode ser observado na Figura 4.

Figura 4 - Foto das placas da germinação das sementes.

Fonte: produzido pelo autor. Controle (linha 1), concentração 2,5 mM (linha 2) e 10 mM (linha 3). Sementes
germinadas e desenvolvidas em maior quantidade no controle, comparadas aos tratamentos com glifosato.

A partir destes resultados, considerando taxa de germinação, dados estatísticos e

análises morfológicas das sementes, a pesquisa seguiu com a amostra controle e os

tratamentos 2,5 mM e 10 mM de glifosato para os experimentos posteriores.

4.2 Análise Histológica

A partir destes resultados, considerando taxa de germinação, dados estatísticos e

análises morfológicas das sementes, a pesquisa seguiu apenas com a amostra controle e os

tratamentos 2,5 mM e 10 mM de glifosato para os experimentos posteriores. 4.2. Análise

Histológica As fotomicrografias da raiz, do hipocótilo e do cotilédone de cada tratamento,

obtidas a partir de rotina histológica, demonstraram o desenvolvimento tardio ocasionado

pela exposição ao glifosato (Figura 5). A histologia dos cortes confirmou o atraso no

crescimento das plântulas de feijão de corda, sendo este observado mais significativamente à

medida que a concentração de herbicida testada aumentou.
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Figura 5 - Prancha histológica das micrografias obtidas a partir das sementes germinadas de
Vigna unguiculata expostas ao glifosato.

Corte /

Tratamento
Controle 2,5 mM 10 mM

RT

HT

RL

HL

CL

Fonte: produzido pelo autor. RT - Raiz Transversal, HT - Hipocótilo Transversal, RL - Raiz Longitudinal, HL -
Hipocótilo Longitudinal, CL - Cotilédone Longitudinal, CV - Célula Vascular, PA - Pelo Absorvente e MR -
Molécula de Reserva.-
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Os cortes transversais da raiz e do hipocótilo apresentaram variação no diâmetro,

em maior escala no tratamento controle e 2,5 mM, e reduzido na concentração de 10 mM.

Além disso, há clara diferenciação das células do procâmbio, em que há o primórdio do feixe

vascular nas plântulas mais desenvolvidas e o aspecto pouco diferenciado das células na

maior concentração testada.

Nos cortes longitudinais do hipocótilo e da raiz é possível identificar as células

vasculares mais alongadas no controle e no tratamento 2,5 mM, enquanto em 10 mM, as

células aparentam fazer parte do meristema fundamental, pois há pouca ou nenhuma

diferenciação. Na raiz do controle nota-se o aparecimento da zona pilífera, com pêlos

absorventes laterais, não observados nos tratamentos com glifosato.

O cotilédone, por ser um tecido de armazenamento de nutrientes durante a fase

germinativa, demonstrou grande concentração de moléculas de reserva na maior

concentração do herbicida testada, a qual é gradativamente reduzida à medida que a

concentração de glifosato testada também diminui. Esta análise reforça o desenvolvimento

tardio, já que é possível inferir a mobilização de reserva dos cotilédones para os tecidos em

crescimento nas plântulas, o que explica a menor quantidade no controle enquanto há maior

quantidade nos tratamentos.

O desenvolvimento tardio ou reduzido das plantas, observado nas

fotomicrografias, pode estar relacionado a um possível decréscimo da produção e da

translocação da auxina para as raízes, além do menor teor de giberelinas, fitormônios

diretamente envolvidos no crescimento vegetal. Vale ressaltar que o glifosato é capaz de

interromper a produção de corismato e de triptofano, importantes precursores da auxina, e

promover a oxidação desta molécula, tornando-a inativa, impedindo as reações metabólicas

(Bertoncelli et al., 2018).

4.3 Análise do Perfil Proteico

Na análise por espectrometria de massas, foram identificadas mais de vinte

proteínas, assim como algumas isoformas, e pôde-se observar tanto a sub quanto a

superexpressão de algumas enzimas (Tabela 2, Gráfico 2), relacionadas a mobilização de

reserva e ao estresse oxidativo, bem como, moléculas de sinalização (Tabela 3),

possibilitando um melhor entendimento a respeito do impacto causado pelo glifosato no

desenvolvimento das células vegetais. Dentre as proteínas identificadas, destacam-se, por

seu padrão de expressão, as proteínas de embriogênese abundante tardia, as proteínas de

choque térmico, as lipoxigenases, a rubisco e a tubulina.
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Tabela 2 - Proteínas identificadas por Espectrometria de Massas.

Razão da abundância normalizada - Controle/Tratamentos

Proteína (X) Y¹ (2,5/cont) Y² (10/cont)

1 Proteína 1A associada ao corpo oleoso 0,122500822

2 Cianato hidratase 0,164302355 0,134124349

3 Proteína de armazenamento de sementes 11-S 0,100727371 0,152752089

4 Dobra de rocambole tipo RmlC 0,194067496

5 Dobra de rocambole tipo RmlC 1,963076624

6 Alérgeno tipo Bet v I 0,249680047 0,328597442

7 Embriogênese tardia abundante proteína D-29-like 0,150023064 0,281307648

8 Barril alfa-beta responsivo ao estresse 0,300059386

9 Repetição semelhante à hemopexina 0,326488097

10 Inibidor de Kunitz tipo ST1 0,29996272 0,330315127

11 Lipoxigenase 0,330508014

12 Lipoxigenase 0,330326753 2,067052313

13 Proteína abundante em embriogênese tardia LEA 3,133628535 0,361561728

14 Ribulose bisfosfato carboxilase cadeia grande 0,328536317 0,457193069

15 Glutaredoxina 3 0,467941198

16 Álcool desidrogenase 1,550261462

17 Bainha fibrosa tipo proteína de ligação a CABYR 1,569401449 1,558641339

18 Proteína A de choque térmico 1/8 1,648822741

19 Desidrogenase/redutase de cadeia curta 1,749833671 1,676681564

20 Nucleosídeo difosfato quinase 1,682704777

21 Lectina de leguminosa 0,379400777 1,811508699

22 Anexina 2,470658894

23 Desidrogenase/redutase de cadeia curta 2,520797852 2,723104432

24 Proteína da família HSP20 2,790521896

25 Gama-tionina 2,901478855

26 Repetição semelhante à hemopexina 1,77127128 3,215898968

27 Vicilina (fragmento) 3,292692036
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28 Tubulina/FtsZ 5,735859815 3,829499971

29 Peptidil-prolil cis-trans isomerase 4,865647079

Proteínas classificadas pela razão da abundância normalizada entre os valores do controle e dos tratamentos.
Dados usados para elaboração do Gráfico 1. Eixo X - nome e numeração da proteína, Y¹ - razão entre
abundância normalizada de 2,5 mM e controle e Y² - razão entre abundância normalizada de 10 mM e controle.

Gráfico 2 - Razão da abundância normalizada entre os valores do controle e dos
tratamentos.

Fonte: dados da pesquisa. Eixo X - numeração da proteína, Y¹ - razão entre abundância normalizada de 2,5 mM
e controle e Y² - razão entre abundância normalizada de 10 mM e controle. Valores abaixo de 0,5 foram
consideradas proteínas subexpressas e acima de 1,5, superexpressas.

As Proteínas de Embriogênese Abundante Tardia (LEA) são altamente

hidrofílicas com propriedades antioxidantes e de ligação a íons metálicos, funcionando na

estabilização proteica e de membrana, no tamponamento, na hidratação da planta e na

interação de DNA e RNA. São muito importantes tanto na proteção das células contra o

estresse abiótico quanto no crescimento e desenvolvimento normal das plantas (Chen et al.,

2019). Na análise por espectrometria de massas, foi identificado o grupo de proteínas LEA,

em que se obteve superexpressão no tratamento 2,5 mM do herbicida e subexpressão na

maior concentração, assim como, o subgrupo de LEA D-29-like, com padrão de expressão

inferior em ambos os tratamentos. Dessa forma, a interferência do glifosato na síntese dessas

proteínas colabora com a suscetibilidade do organismo às alterações ambientais e

compromete diretamente seu desenvolvimento.
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Em plantas, Proteínas de Choque Térmico (HSP) são reguladas positivamente

pelo estresse e atuam como chaperonas moleculares para proteger outras proteínas dos danos

induzidos por este processo. Embora as HSPs tenham sido caracterizadas pela primeira vez

devido à sua resposta a altas temperaturas, atualmente sabe-se que estas são produzidas em

estágios específicos do ciclo celular, sendo, além de biomoléculas responsivas ao estresse,

participantes no crescimento e desenvolvimento da planta (Haq et al., 2019). Os dois grupos

identificados na análise foram superexpressos em 10 mM, o que possibilita inferir que,

devido a maior concentração do herbicida, a capacidade dessas proteínas de reagir ao

estresse foi estimulada, para que a sobrevivência da planta fosse garantida a partir da

integridade de suas biomoléculas.

As Lipoxigenases (LOXs) são uma família de enzimas que catalisam a oxidação

de ácidos graxos poliinsaturados para produzir hidroperóxidos. Estas proteínas estão

relacionadas com a mobilização de lipídios de reserva durante a germinação das sementes e

também desempenham um papel importante na produção de componentes protetores durante

o estresse abiótico (Lon�ari� et al., 2021). Foram identificadas diferentes isoformas deste

grupo durante a análise, sendo subexpressa em 10 mM em uma destas formas e, na outra,

sub expressa em 2,5 mM mas superexpressa na maior concentração de glifosato. Estes

resultados devem ser analisados detalhadamente para que sejam elucidados, no entanto, pode

se atrelar a pouca mobilização de reserva nos tratamentos com o herbicida à inibição do

crescimento das plântulas e da germinação das sementes observada durante as fases

experimentais iniciais.

A Rubisco, RuBP carboxilase/oxigenase, é responsável por catalisar a adição de

CO2 à ribulose 1,5-bifosfato (RuBP), para formar duas moléculas de ácido 3-fosfoglicérico

(3PGA), como o passo inicial da fixação do carbono inorgânico através do Ciclo de

Calvin-Benson-Basham (Mao et al., 2022). Esta enzima está presente nos cloroplastos de

células fotossintetizantes das plantas, sendo encontrada majoritariamente em folhas, mas

também presentes em caules e flores. Os dados obtidos demonstraram subexpressão da

rubisco nos dois tratamentos com o herbicida, que deve estar relacionada ao

desenvolvimento tardio das sementes e à ausência de parte aérea, caulinar e foliar, em que há

a síntese e a ação dessa enzima.

A tubulina é o principal constituinte dos microtúbulos, que se formam a partir da

adição de dímeros de GTP-tubulina à extremidade do microtúbulo. Sugere-se que, em

resposta ao estresse abiótico e biótico, a produção de EROs é aumentada e seus alvos em
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células vegetais são vários processos bioquímicos e fisiológicos, bem como organelas

celulares, em que se pode destacar os microtúbulos e a reorganização do citoesqueleto de

tubulina (Baranova et al., 2016). A proteína foi superexpressa nas duas concentrações de

glifosato testadas, permitindo a associação entre este padrão de expressão e o possível

estresse sofrido durante a fase germinativa.

No tratamento com 2,5 mM, foram identificadas subexpressas, oito proteínas,

dentre estas, uma das isoformas da LEA, a LOX e a rubisco, já mencionadas. Assim,

relaciona-se às demais ao metabolismo redox - Cianato Hidratase, ao armazenamento -

Proteína de Armazenamento de Sementes 11-S, e à defesa ou resposta ao estresse - Alérgeno

do Tipo Bet v I e Inibidor de Kunitz ST1-like, sendo essa última, uma inibidora de proteases,

uma das classes mais importantes na defesa de plantas por seus efeitos antinutricionais

(Schenkluhn et al., 2010). Além destes, ainda em estudo, relacionado à interação

proteína-carboidrato, possivelmente associado à defesa vegetal, foi identificada a Lectina de

Leguminosa (Katoch; Tripathi, 2021).

Ademais, seis proteínas foram encontradas superexpressas no tratamento com 2,5

mM, incluindo a LEA e a Tubulina, já destacadas. O restante pode ser relacionado também ao

metabolismo redox - Álcool Desidrogenase, bem como sua isoforma,

Desidrogenase/Redutase de Cadeia Curta, a regulação celular - Bainha fibrosa tipo proteína de

ligação a CABYR e ainda sem total elucidação em organismos vegetais - Repetição

Semelhante à Hemopexina.

Já no tratamento com 10 mM, uma gama maior de proteínas foi tanto sub quanto

superexpressa. Com um padrão de expressão menor que no grupo controle, foram

identificadas, além das LEAs, LOX e rubisco, já relatadas, proteínas relacionadas à nutrição -

Proteína Associada ao Corpo Oleoso 1A e Proteína de Armazenamento de Sementes 11-S, ao

metabolismo redox - Cianato Hidratase e Glutarredoxina 3, e com uma função não

completamente elucidada no metabolismo vegetal - Repetição Semelhante à Hemopexina e

Dobra de rocambole tipo RmlC (apenas uma das isoformas). Quanto à defesa vegetal, foram

obtidas o Alérgeno do Tipo Bet v I, Inibidor de Kunitz ST1-like e Barril Alfa-beta Responsivo

ao Estresse, sendo esta última, descrita na literatura quanto a defesa contra fungos

patogênicos, além de responsiva a estresses como sal, frio e calor, seca e congelamento (Wang

et al., 2024).

Na maior concentração de glifosato testada, foram identificadas superexpressas,

as HSPs e tubulina já descritas, bem como uma das isoformas da LOX, além de mais dez

proteínas. Estas dividem-se em relação à função na regulação celular - Bainha fibrosa tipo
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proteína de ligação a CABYR e Peptidil-prolil Cis-trans Isomerase, no metabolismo

energético - Quinase de Difosfato de Nucleosídeo, no metabolismo redox -

Desidrogenase/Redutase de Cadeia Curta, no armazenamento - Vicilina, e na defesa e resposta

ao estresse - Anexina e Gama-tionina, além daquelas que ainda necessitam de estudos

complementares - Lectina de Leguminosa, Dobra de rocambole tipo RmlC, Repetição

Semelhante à Hemopexina.

Tabela 3 - Proteínas identificadas por Espectrometria de Massas, classificadas pelas
respectivas funções na fisiologia vegetal.

Valores representados pelos símbolos: - proteínas subexpressas, + proteínas superexpressas, * proteína não
detectada no tratamento.
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4.4 Estresse Oxidativo

Os dados obtidos sobre o estresse oxidativo foram processados e analisados

estatisticamente, a partir disso, gráficos foram elaborados para melhor interpretação dos

dados (Gráfico 3).

Gráfico 3 - Dados obtidos pelos ensaios de estresse oxidativo: CAT, SOD e MDA.

Fonte: dados da pesquisa. Asteriscos mostram diferença significativa, conforme ANOVA unilateral seguida de
Tukey (CAT e MDA) e Dunnett (SOD) para comparação com controle. Valores dados em média (DP).

4.4.1 Catalase

Os níveis de CAT demonstraram redução à medida que a concentração de

glifosato aumentou, deste modo, o grupo controle apresentou a maior atividade da enzima

(1,4483 mM H2O2/ min /g tecido), seguido dos tratamentos com 2,5 mM (0,9364 mM

H2O2 / min / g tecido) e 10 mM (0,7060 mM H2O2/ min/ g tecido). Estatisticamente, há

diferença significativa entre a atividade das sementes germinadas na ausência do herbicida e

aquele que recebeu maior dose.

A catalase está presente em diferentes compartimentos celulares, incluindo

peroxissomos, mitocôndrias e citosol, no entanto, apesar da atividade já conhecida nestes

locais, maior parte da atividade significativa da enzima se encontra nos cloroplastos

(Mhamdi et al., 2010). Essas estruturas, porém, surgem apenas após a diferenciação de

proplastídeos a plastídeos, sendo posterior ao estágio de embrião na planta, o que resultaria,

deste modo, em uma maior quantidade, ou maior atividade, em folhas do que em sementes

(Shackira et al., 2022).

Além disso, o aumento da CAT é essencial para a sobrevivência de plantas que

estão sob estresse, sendo os organismos com deficiência desta enzima, mais propensos a

sofrer com as EROs. Estudos também relataram a presença de diferentes isoformas da
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enzima, Cat1, Cat2 e Cat3, que caracterizam diferentes estágios de desenvolvimento e

especificidade tecidual nas plantas, o que a torna uma enzima antioxidante versátil (Sharma;

Ahmad, 2014).

Desta forma, tendo em vista que a literatura corrobora com o estresse oxidativo

proporcionado pelo glifosato, pode-se associar os resultados obtidos, não a ausência de

estresse, mas ao atraso no desenvolvimento das plantas tratadas com o herbicida. Assim, o

grupo controle, com estruturas fotossintetizantes diferenciadas e com cloroplastos em

funcionamento, apresentou maior atividade antioxidante frente aos tratamentos, os quais não

apresentaram esta via de defesa completamente ativa.

4.4.2 Superóxido Dismutase

Os resultados obtidos revelaram o maior índice de SOD no tratamento com 2,5

mM de glifosato (0,060891 UA/ mg tecido), seguido do grupo controle (0,057469 UA/ mg

tecido) e do tratamento com 10 mM (0,021034 UA/ mg tecido). Há diferença estatística

apenas entre o grupo controle e aquele com maior exposição ao glifosato, a variação entre o

grupo com menor concentração do herbicida e o controle não foi significativa.

Dentre as principais enzimas antioxidantes, encontra-se a SOD, que desempenha

um papel importante na desintoxicação de EROs. Esta enzima é capaz de converter os

radicais superóxido (O2-) em H2O2 (Ahsan et al., 2008). Embora em espécie diferente, um

estudo que analisou a atividade da SOD em tartarugas expostas ao glifosato manteve um

padrão semelhante, apresentando redução da atividade da enzima a medida que a exposição

ao herbicida aumentou (Héritier et al., 2017). Uma das explicações possíveis é a

sensibilidade da enzima a quantidade de H2O2 presente no meio, que é capaz de alterar seu

funcionamento natural e sua ação já conhecida contra esta molécula (Héritier et al., 2017).

Pode-se relacionar a maior quantidade de SOD e de CAT ao desenvolvimento

vegetal, considerando esta uma via de mão dupla. EROs estão presentes em todo o ciclo

celular e é necessário que sejam rapidamente neutralizadas para que não haja dano e a célula

possa desenvolver-se normalmente. Baseado na taxa germinativa obtida na pesquisa, é

possível associar, direta ou indiretamente, o não crescimento vegetal, ou a forma tardia

deste, à redução de enzimas antioxidantes, que contribuem para que o desenvolvimento

normal aconteça. Assim, relacionando os resultados, uma menor quantidade de CAT levaria

a uma taxa mais elevada de H2O2 no meio, que afetaria a sensibilidade da SOD e reduziria

seu padrão de atividade na célula.
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4.4.3 Malondialdeído

Os níveis de MDA determinados demonstraram pouca variação entre os

tratamentos, sendo obtidos, em média, 2,6122 nmol de MDA/ g tecido no grupo controle,

seguido da pequena variação nos tratamentos com 2,5 mM (2,3555 nmol de MDA/ g tecido)

e 10 mM (2,7748 nmol de MDA/ g tecido). Não houve diferença significativa entre os

grupos.

Os radicais livres podem reagir com grande parte das moléculas celulares,

incluindo os lipídeos de membrana. A peroxidação lipídica ocorre, então, devido a este

processo e gera diversos subprodutos, dentre eles o MDA. Estudos anteriores relataram que a

exposição ao glifosato elevou a peroxidação lipídica, trazendo claro dano celular ao

organismo estudado (Samanta et al., 2014). Em plantas, a formação de espécies reativas ao

ácido tiobarbitúrico (TBARS) em resposta a condições ambientais adversas é amplamente

utilizada como um indicador confiável da produção de radicais livres celulares, sendo o

MDA a principal molécula presente, frequentemente empregada em diversos estudos

científicos (Samanta et al., 2014).

Esperava-se encontrar diferença significativa neste teste, fosse associada ao

desenvolvimento vegetal e a quantidade constitutiva, fosse pela exposição ao estresse

durante o processo germinativo. No entanto, tendo em vista a semelhança estatística entre os

diferentes tratamentos, sugere-se que a quantidade de TBARS no feijão-de-corda exposto ao

glifosato, provavelmente, atingiu apenas os níveis basais produzidos pela planta. Entende-se

desta forma ao considerar que os resultados foram analisados em comparação ao grupo

controle, o qual não foi exposto a nenhum tipo de estresse, apresentando a taxa natural de

MDA. Assim, apesar das pequenas variações, não foi possível notar interferência direta do

herbicida neste ensaio.
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5 CONCLUSÃO

Os resultados demonstram que o glifosato, em diferentes concentrações, provoca

uma alteração significativa no processo de germinação das sementes do feijão-de-corda,

corroborando com a hipótese de que o herbicida é capaz de afetar organismos não alvo em

nível citológico e proteômico. A histologia dos cortes confirmou o atraso no crescimento das

plântulas, sendo este observado mais significativamente à medida que a concentração de

herbicida testada aumentou. Na análise protêomica, pôde-se observar a alteração no perfil

proteico de proteínas, incluindo aquelas responsivas ao estresse e associadas ao

desenvolvimento vegetal normal. Por fim, os testes de estresse oxidativo demonstraram

alteração nos níveis de CAT E SOD entre os grupos e resultados similares para todos os

dados obtidos no teste de MDA.
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