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Analise dos efeitos do glifosato e sua formula¢ao Roundup®
nas células e gonadas dos peixes Danio rerio (Cyprinidae)

Analysis of the effects of glyphosate and its formulation Roundup®
on the cells and gonads of fish Danio rerio (Cyprinidae)

Kamilla Bleil do Carmo', Tainan Filipe da Silva?, Neide Armiliato®

Resumo

Os herbicidas estdo entre os insumos quimicos mais utilizados na agricultura e apresentam agao
toxicoldgica para as plantas. Dentre os herbicidas existentes, o glifosato ¢ a sua formulagdo comercial
Roundup® sdo os mais utilizados devido a eficacia no controle de ervas daninhas. Entretanto, estudos
sugerem que estes herbicidas podem provocar distirbios a organismos aquaticos, principalmente
o Roundup®, que além do glifosato ativo, apresenta na composi¢do componentes surfactantes que
aumentariam o seu potencial toxicoldgico para os seres vivos. Desta forma, o presente estudo teve
como objetivo comparar o potencial mutagénico ¢ desenvolvimento gonadal do principio ativo
glifosato e sua formulagdo Roundup® em peixes Danio rerio. Para isso, exemplares adultos de D. rerio
permaneceram em aquarios expostos a concentragdo de 65 ug/L de cada herbicida. Foram realizadas
contagens de micronutcleos, calculado o indice gonadossomatico (IGS) e verificado os estagios de
maturagdo gonadal. Os resultados demonstraram que os peixes expostos aos herbicidas apresentaram
aumentos significativos na frequéncia de micronucleos, bem como no IGS, e maior ocorréncia de
ovarios com estagios em maturagdo ¢ maduros. Nao foram verificadas diferengas significativas
na comparacdo dos herbicidas, exceto um aumento na frequéncia de ovarios maduros nas fémeas
expostas ao glifosato. Observou-se que, mesmo em pequenas concentragdes, os herbicidas poderiam
ter ocasionado efeitos nocivos para os peixes D. rerio, podendo induzir efeitos clastogénicos nos
eritrocitos, assim como disturbios reprodutivos, aumentando a preocupag@o sobre os impactos que
estes herbicidas podem acarretar sobre o ciclo de vida destes organismos.
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zebra.
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Abstract

The herbicides are among the most used chemical inputs in the agriculture and present a great
toxicological action for the plants. Among the existing herbicides, glyphosate and its commercial
formulation Roundup® are the most used due to their effectiveness in control of weeds. However,
studies suggest that these herbicides can cause disturbances to aquatic organisms, mainly the
Roundup®, that besides active glyphosate, it presents in the composition components surfactants that
would increase its toxicological potential for the alive beings. Therefore, the aim of this study is to
compare the mutagenic potential and gonadal development of the active principle glyphosate and
its formulation Roundup® in fish Danio rerio. Thus, adult copies of D. rerio stayed in aquariums
exposed to a concentration of 65 pg / L of each herbicide. Micronucleus counts were performed and
the Gonadossomatic index (GSI) was calculated and the stages of gonadal maturation were verified.
The results demonstrated that the fish exposed to the herbicides, presented significant increases in the
micronucleus frequency, as well as in GSI and larger occurrence of ovaries with stages in maturation
and mature. There were no significant differences in herbicide comparison, except an increase in the
frequency of mature ovaries in the exposed females to glyphosate. It was observed that even in small
concentrations, the herbicides could presented harmful effects for the fish D. rerio, could have caused
clastogenic effects in the erythrocytes, as well as, reproductive disturbances, increasing the concern

about the impacts that these herbicides can have on the life cycle of these organisms.

Keywords: Pesticides. Gonadossomatic index. Gonadal maturation. Micronuclei. Zebrafish.

Introducao

Os herbicidas sao produtos quimicos
fitossanitarios utilizados em grandes quantidades
na agricultura com larga escala de produgdo
alimentar. Tornaram-se um dos insumos mais
utilizados no mundo que consequentemente apre-
sentam alta toxicidade para plantas devido ao seu
uso ser direcionado como método de controle e
manejo de ervas daninhas na agricultura, mas, ao
mesmo tempo, ocasionam efeitos nocivos a outros
organismos ndo alvos, principalmente quando a
molécula se apresenta em um meio hidrico.")

Dentre os agrotoxicos utilizados na agri-
cultura, o Roundup® ¢é considerado um dos
herbicidas com alta utilizagdo no Brasil. Sua
formulagdo quimica possui como principio
ativo o glifosato.®? O glifosato apresenta como
formula molecular C;HgNOsP e é conhecido por
ser um herbicida sistémico, ndo seletivo e pos-
emergente utilizado na agricultura na forma de
pulverizacdo em plantas daninhas, o que promove
sua absorgao através das folhas e cauliculos, sendo
transportado pelos vasos condutores e agindo nos
sistemas enzimaticos por meio da inibi¢do dos
aminoacidos.®

Conforme Resolug¢do do Conselho Nacional
do Meio Ambiente (Conama) n° 357/2005, a
concentracdo maxima de glifosato permitida
para aguas doces em todo Brasil corresponde a
65 pg/L, servindo como um dos padrdes para
verifica¢do da qualidade da agua,™ pois devido sua
toxicidade, principalmente em ambientes hidricos,
os invertebrados aquaticos e o0s peixes sdo 0s
organismos mais sensiveis a este herbicida.®

Ademais, vale ressaltar que o Roundup®,
além de conter como principio ativo o glifosato —
composto pelo sal de isopropilamina (IPA), possui
o surfactante POEA (amino polioxietileno) que aju-
dana absor¢ao do herbicida nas folhas da planta.c®

O surfactante POEA, presente no herbicida
Roundup®, foi classificado como mais toxico que
o glifosato puro, e com a combinagdo dos dois
o efeito se tornaria mais téxico. Pequenas doses
do herbicida Roundup® causariam danos nocivos
para os seres humanos, gerando desde irritagdes de
pele a alteracdes cardiacas. Quando encontrado na
agua ¢ considerado 20 a 70 vezes mais toxico para
peixes que o glifosato puro.”

Assim, produtos formulados que apresentam
o glifosato ativo combinado a componentes

surfactantes, como observado no herbicida
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Roundup®, tendem a apresentar maior toxicidade
a plantas e animais,® sobretudo pela adigdo
do surfactante POEA que aumenta o efeito do
herbicida, gerando grande preocupacao em relagao
a exposi¢do de organismos ndo alvos a esses
xenobioticos.®

Por isso, as consequéncias acumulativas de
xenobidticos nos organismos dos peixes sdo alvos
de estudos ha décadas, principalmente por estarem
entre os principais individuos ndo alvos afetados
pelo uso abusivo de agrotoxicos.® A acumulagdo
de xenobiodticos nesses animais pode ocasionar
mortalidade em massa por envenenamento, bem
como mudangas comportamentais ¢ danos fisicos,
reprodutivos e endocrinos.”” Desse modo, os
peixes s3o considerados excelentes organismos
indicadores de condi¢gdes ambientais, podendo
apresentar diferentes tipos e graus de distarbios de
acordo com seu ciclo de vida.(”

O peixe da espécie Danio rerio (D. rerio),
¢ um exemplo de vertebrado muito utilizado em
estudos cientificos, principalmente em pesquisas
toxicologicas,'V) por ser considerado um animal
de pequeno porte, de econdémica criacdo, com
reproducdo rapida, facil manutencdo e caracte-
risticas fisioldgicas e moleculares homoélogas aos
mamiferos, como os seres humanos,'"'¥ o que,

portanto, o torna um bom animal modelo para
pesquisas sobre as modificagdes ambientais.

Neste contexto, a presente pesquisa teve o
objetivo de comparar o potencial mutagénico e de
desenvolvimento gonadal do herbicida Roundup®
e de seu principio ativo, o glifosato, em peixes da
espécie D. rerio.

Materiais e Métodos
Manutencao dos animais em laboratério

Para o estudo foram adquiridos peixes fémeas
e machos adultos da espécie D. rerio (Figura 1)
em estabelecimento comercial especializado na
criacdo de animais aquaticos e transportados em
embalagens adequadas para o Laboratorio de
Analise Ambiental da Universidade do Contestado
(UnC), campus Concoérdia. Os peixes machos foram
utilizados para o teste de micronticleos e as fémeas
para a verificagdo dos estagios de desenvolvimento
gonadal e indice gonadossomatico. Os peixes em
estagios de vida reprodutivos eram identificados
com base em parametros de comprimento corporal,
o qual corresponde a cerca de 20 mm (2 cm) em
peixes da espécie D. rerio que se encontram em
peridos de reprodugéo.?

Figura 1 - Peixes fémea (1) e macho (2) da espécie Danio rerio.

Fonte: Dados da pesquisa (2018)

A aclimatag¢do dos peixes foi realizada em
aquarios com capacidade de 25 litros contendo agua
aerada e declorada. A agua permaneceu em aeragao

por um periodo de cinco dias, permitindo as trocas
gasosas para a remocdo total do cloro presente
na agua e evitando, assim, a morte dos peixes no
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momento de alocagdo nos aquarios testes. Os peixes
permaneceram por um periodo de cinco dias de
aclimatagdo em condigdes de aeracdo constante e
fotoperiodo natural;('> as fémeas e machos adultos
de D. rerio foram divididos em quatro aquarios
contendo dez individuos cada (n=40). O glifosato
ativo e o produto formulado Roundup® utilizados
nos tratamentos foram adquidos comercialmente.

Aquario 1: controle negativo, peixes livres
mantidos em agua de cultivo;

Aquario 2: controle positivo, peixes expostos
a 2,5 mg/L de dicromato de potassio;

Aquario 3: peixes expostos a 65 ug/L do
herbicida glifosato diluido em agua;

Aquario 4: peixes expostos a 65 ug/L do
herbicida Roundup® diluido em agua.

O dicromato de potassio na concentracao de
2,5 mg/L foi utilizado no estudo devido seus bons
resultados na indu¢ao da formagao de microntcleos
em eritrocitos de peixes, sendo visto como modelo
de controle positivo para estudos toxicoldgicos, 1619
este agente induz a formagdo de micronucleos
citoplasmaticos devido seus efeitos clastogénicos
que promovem a quebra cromossémica durante a
divisdo celular no organismo dos peixes.!”

A concentracdo de 65 pg/L do herbicida
glifosato utilizada foi baseada no parametro
estabelecido pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente, Resolucdo n°® 357, de 17 de marco
de 2005, que determina a concentragdo maxima
permitida de glifosato para os rios brasileiros.®

Para garantir o bem-estar dos peixes na sua
permanéncia em laboratério, foram utilizados
métodos especificos para manutengdo do D. rerio,
no qual recomenda-se a temperatura entre 26 °C
e 28 °C, que foi mantida através do termostato,
aeracdo direta para trocas gasosas e parametros
de pH entre 6,8 ¢ 7,5, assim como fotoperiodo
natural e alimentacdo com ragdo especifica para
peixes (Alcon Basic®) duas vezes ao dia.'¥ Para
monitoramento dos parametros de qualidade da
agua, foram realizadas medidas para a verificagao
de pH, temperatura (°C) e oxigénio dissolvido
a cada 24 horas de exposi¢do,'> bem como a
observagdo das condi¢des de higiene dos aquarios

e a saude dos peixes. Em casos de ocorréncia
de doenca ou morte os peixes eram retirados e
descartados adequadamente.

Os procedimentos adotados com os peixes
Danio rerio no presente estudo foram realizados
conforme diretrizes do Comité de FEtica para
Uso de Animais da Universidade do Contestado
(aprovacdo do CEUA/UnC/07/15), seguindo
as normas do Conselho Nacional de Controle e
Experimentacao Animal (CONCEA).

Teste de microntcleo (MN)

Para o teste de MN foram utilizados trés
individuos machos de cada aquario, ap6s 72 horas
de exposicao aos diferentes tratamentos; esse tempo
de exposicao ¢
ocorra a mitose celular completa e o aparecimento
de micronticleos nos eritrocitos dos peixes, no qual
a duracdo do ciclo celular corresponde entre dois a

trés dias na maioria das espécies aquaticas.!”

considerado suficiente para que

\

Os peixes foram submetidos a eutanasia
por submersdo em agua gelada a 4 °C por
aproximadamente cinco minutos, ¢ submetidos
a disseccdo® e coleta de sangue nas branquias
com o auxilio de seringa (2 ml) devidamente
heparinizada. O sangue foi depositado em lamina
histoldgica submetido a técnica de esfregaco.

Ap6s a realizagdo dos esfregacos, as laminas
histoldgicas passaram pelo processo de secagem,
fixacdo, coloragdo e visualizagdo em microscopio,
permanecendo em temperatura ambiente por 12
horas para a secagem. Em seguida, as laminas secas
foram fixadas em alcool metilico por 10 minutos e
secadas em temperatura ambiente por 15 minutos.
Na sequéncia, as laminas passaram por processos
de coloragdo com Giemsa 5% por 25 minutos,
lavadas com agua destilada e secas para posterior
avaliagdo de MNs (microntcleos).?V

Para analise da presenga de MNs nas
hemacias foi utilizada a microscopia Optica,
com aumento inicial de 400x. Em seguida, os
MNs foram identificados em aumento de 1000x
(Figura 2). Foram analisados 2.000 eritrocitos por
peixe,! totalizando trés laminas por aquario.
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Figura 2 - Eritrocitos normais sem a presenga de microntcleos (A), e eritrocitos
com presenga de microntcleo no citoplasma (B).

Para melhor confiabilidade da avalia¢ao dos
micronucleos (MNs) foram seguidos os critérios
estipulados: (a) apresentar tamanho inferior a 1/3
do nucleo principal; (b) ndo refrativos; (c) presenca
de coloragdo e intensidade equivalente ao nucleo
principal e (d) posicdo intracitoplasmatica, mas
sem tocar o nucleo principal.??

Indice gonadossomatico (IGS)
e matura¢do gonadal

Para definir o IGS e a maturacao gonadal foram
utilizados sete peixes de cada aquario, expostos nos
diferentes tratamentos em um periodo de 15 dias,
como realizado em estudos com peixes D. rerio
e baseado nos valores de meia-vida do herbicida
em meio hidrico (cerca de 7 a 14 dias),?” visando,
assim, simular o ambiente natural desses animais.
A verificagdo da sexagem das fémeas foi realizada
através de exame macroscopico dos individuos e,
quando necessario, foi utilizado um microscopio
estereoscopico, para posterior retirada dos ovarios.

B
Fonte: Dados da pesquisa (2018)

Para obter os dados biométricos iniciais
foram verificadas as medidas de massa corporea
(g) e comprimento total das fémeas (cm), este
obtido através da medicdo desde a extremidade da
cabeca até a cauda do peixe.?” Apds, os ovarios
foram dissecados e pesados (mg) para calcular o
IGS (indice gonadossomatico). O IGS foi obtido
através do calculo entre a massa corporal (mc) e a
massa da gonada (mg) de cada fémea, multiplicado
por 100 (IGS = (MG/MC) x 100).5-2

Para a verificagdo dos estagios de maturacéo
gonadal, os parametros foram baseados de acordo
com metodologias adaptadas e encontradas na
literatura,*” observando macroscopicamente 0s
aspectos de vascularizagdo, cor, consisténcia e
transparéncia das gonadas. Em seguida, os ovarios
foram classificados conforme suas caracteristicas
morfologicas e qualitativas, e assim categorizados
de acordo com os quatro estagios de maturidade
gonadal definidos para peixes da familia
Cyprinidae: imaturo, em maturagdo, maduro e
esvaziado (Quadro 1).

Quadro 1 - Escala macroscopica de maturacao gonadal para peixes teledsteos, como a familia Cyprinidae.

Estégios de Caracteristicas macroscopicas
maturidade A
Fémeas
I - Imaturo Os ovarios sdo filiformes, translicidos, de tamanho muito reduzido, colocados bem
junto da coluna vertebral; a olho nu n2o se observam os ovoécitos.

Continua
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Continuag¢do

II - Em maturacio
0s ovocitos.

Os ovarios apresentam-se ocupando cerca de 1/3 a 2/3 da cavidade abdominal, com
intensa rede capilar. A olho nu observam-se granulos opacos de tamanhos variados,

III - Maduro

o0 progresso da maturacao.

Os ovarios apresentam-se turgidos, ocupando quase que totalmente a cavidade
abdominal. A olho nu observam-se ovocitos maduros, que se apresentam como
granulos esféricos opacos e/ou translucidos e grandes, cuja frequéncia varia com

IV - Esvaziado
em estado de reabsorgao.

Os ovarios apresentam-se com aspecto hemorragico, completamente flacidos,
ocupando menos de 1/3 da cavidade abdominal. Observam-se poucos ovoécitos,

Fonte: Modificado por Vazzoler®”

Analise estatistica

Para efetuar a comparagdo e analise de
diferencas significativas nos dados obtidos pelo
teste de MNs e de IGS nos grupos, foi realizada a
Analise de Variancia One-Way ANOVA (p<0,05),
seguido do teste de Tukey para comparacdes
multiplas através do software PAST.

Resultados

Micronucleos (MNs)

Para confirmacao da presenca de MNs foram
analisados 24.000 eritrécitos de peixes através da
microscopia optica. Destes, foram encontrados um
total de 239 MNs, o que correspondeu por grupo
a média + desvio padrdao de 6 (= 1,6) no controle
negativo (CN), 24 (£ 2,2) no controle positivo (CP),
24,7 (= 3,8) em eritrécitos de peixes expostos ao
herbicida Roundup® e 25 (+ 3,7) em eritrocitos de
peixes expostos ao herbicida glifosato. Por meio dos
dados obtidos nas analises estatisticas foi possivel
observar que os eritrocitos dos peixes do grupo CP
apresentaram diferenca significativamente maior
na frequéncia de MNs em relacdo aos peixes do
CN (p=0,001).

Os resultados deste estudo demonstraram
diferengas significativas na frequéncia de MNs
nos eritrécitos dos peixes expostos a 65 ug/L do

principio ativo glifosato e do herbicida Roundup®
em relagdo aos peixes do grupo CN (p= 0,0025).
Porém, ndo foi observado diferencas significativas
na presenca de MNs nos eritrécitos dos peixes do
grupo exposto ao glifosato em comparagao aos do
grupo Roundup® (p=0,93), verificando, assim, uma
similaridade de ambos os compostos na indugao de
MNs (Gréfico 1).

Grifico 1 - Frequéncia de MNs observados em
eritrocitos de peixes D. rerio expostos
aos tratamentos contendo Roundup® e
glifosato em comparagdo aos peixes
expostos a0 CN e CP (= desvio padrao).
Letras diferentes entre os tratamentos
indicam diferencas estatisticas, One-

Way ANOVA (p<0,05).
40
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b
g 244
2
[5]
=1
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Fonte: Dados da pesquisa (2018)
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Massa gonadal

Quanto a avaliagdo da massa gonadal das
fémeas, foram obtidas médias + desvio padrao
de 0,0416g (£ 0,02) para as fémeas do grupo
CN (controle negativo), 0,0906g (+ 0,01) para as
fémeas expostas ao Roundup® e 0,0841¢g (+ 0,03)
para as fémeas expostas ao glifosato.

Na comparagdo das médias de massa das
gbonadas obtidas entre os tratamentos foi possivel
verificar diferengas estatisticamente maiores
entre a massa gonadal das fémeas expostas aos
tratamentos com herbicidas em comparagdo
a massa gonadal das fémeas do grupo CN
(p=0,0045), demonstando que fémeas expostas
ao Roundup® e seu ingrediente ativo glifosato
apresentaram aumento da massa dos ovarios em
relagdo as fémeas ndo expostas. Contudo, quando
na comparac¢ao entre os herbicidas, verificou-se que
ambos ndo apresentaram diferengas significativas
(p=0,63). (Grafico 2).

Grafico 2 - Massa gonadal de fémeas de D. rerio
expostas aos tratamentos contendo
herbicidas em comparacdo a massa
gonadal das fémeas D. rerio do grupo
controle negativo (£ desvio padrio).
Letras diferentes entre os tratamentos
indicam diferencas estatisticas, One-
Way ANOVA (p<0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa (2018)

Indice gonadossomatico (IGS)

Nos resultados obtidos através do IGS, as
médias + desvio padrao verificadas nos tratamentos
correspondem a 8,53 (£ 3) das fémeas do CN (ndo
expostas aos herbicidas), de 17,67(+ 2) das fémeas
expostas ao Roundup® e 14,75 (+ 5) das fémeas
expostas ao principio ativo glifosato.

Quando comparados estatisticamente, foi
possivel verificar diferencas significativas entre
o IGS dos grupos tratados com herbicidas em
comparacdo aos do grupo CN (p=0,0021). Mas
nao verificou-se diferengas significativas no IGS
das fémeas pertencentes ao grupo Roundup® em
relacdo as do glifosato (p=0,32). (Grafico 3).

Grafico 3 - 1GS de fémeas de Danio rerio expostas
aos tratamentos contendo herbicidas
em comparagdo ao IGS das fémeas de
Danio rerio do grupo controle negativo
(x erro padrao). Letras diferentes entre
os tratamentos indicam diferencas es-
tatisticas, One-Way ANOVA (p<0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa (2018)

Maturagdo gonadal

Com base nas escalas de estagio de maturidade
gonadal para peixes da familia Cyprinidae,®” foi
possivel observar no presente estudo a presenca
de trés tipos de estagios de matura¢ao gonadal: em
maturacao, maduro e esvaziado.
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Apos as analises macroscopicas das gonadas,
pode-se verificar que os ovarios das fémeas
expostas ao herbicida Roundup® apresentaram
40% das gonadas em maturacdo, 40% maduras e
20% esvaziadas. As fémeas expostas ao glifosato

apresentaram 40% das gonadas em maturacdo e
60% maduras, mas nao apresentaram gonadas em
estagio esvaziado. As fémeas do aquario controle
tiveram 20% das gonadas em maturacdo, 40%
maduras e 40% esvaziadas (Grafico 4).

Grafico 4 - Estagios de maturacdo gonadal observados em fémeas de Danio rerio
expostas aos diferentes tratamentos.
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Fonte: Dados da pesquisa (2018)

Discussoes
Microntcleos (MNs)

Com base nas analises estatisticas da fre-
quéncia de micronucleos, constatou-se que tanto o
herbicida Roundup® como o glifosato demonstram
potencial genotdxico, podendo ocasionar efeitos
clastogénicos ou aneugénicos em eritrocitos de
peixes da espécie D. rerio. Por mais que o glifosato
seja considerado um agente com baixa toxicidade,
autores sugerem que oS peixes estdo entre os
animais mais sensiveis a exposicao deste herbicida
e de componentes adicionados comercialmente,®
corroborando os resultados avaliados neste estudo.

Aumentos significativos na frequéncia de
micronicleos em eritrocitos de peixes foram
verificados em pesquisa realizada com Lambaris.®
Peixes do género Astyanax spp. permaneceram

em exposicdo por 72 horas a uma concentragdo
igual a do presente estudo (65 ug/L de glifosato),
demonstrando os efeitos nocivos do herbicida ao
DNA dos eritrocitos destes organismos. Aumentos
na frequéncia de micronicleos também foram
verificados em estudos realizados nos peixes D.
rerio expostos a 65 ug/L e 120 ug/L do herbicida
glifosato, elucidando os efeitos genotoxicos
deste agente para as células dos peixes, mesmo
na concentragdo maxima permitida para rios
brasileiros,?? uma vez que o peixe D. rerio é
considerado um comprovado modelo na monitoria
do potencial citotoxico e genotdxico de diversos
compostos quimicos por meio da verificagdo na
formacgdo de microntcleos.®

Estudos para verificar o potencial genotdxico
do herbicida Roundup® também foram efetuados
na literatura. Pesquisadores realizaram um
estudo in vivo sobre os efeitos genotoxicos do
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produto formulado Roundup® em peixes dourados
Carassius auratus, pertencentes a familia dos
Ciprinideos, a mesma a qual pertence o D. rerio.
Os peixes foram expostos a trés doses do herbicida
(5, 10 e 15 ppm) em intervalos de 48, 96 e 144
horas, constatando que a exposi¢do dos peixes
ao herbicida induziu aumentos significativos nas
frequéncias de microntcleos.®”

Portanto, os resultados obtidos no presente
estudo corroboram os relatados na literatura,
demonstrando que tanto o herbicida Roundup®,
como seu principio ativo glifosato, demonstram
potencial citotoxico e genotoxico em peixes,
que supostamente ocasionam a presenga de
micronucleos nos eritrocitos do D. rerio. Sabe-
se que essa formacdo ¢ proveniente de quebras
ou perdas de cromossomos pelo fuso mitdtico
no momento da divisdo celular, o que provocaria
alteragcdes na estrutura dos cromossomos, estas
decorrentes da exposicdo a agentes quimicos
exogenos, como os herbicidas. 23030

No entanto, quando comparamos os MNs
dos eritrocitos de peixes expostos ao herbicida
Roundup® em relagdo aos do herbicida glifosato,
pode-se verificar que ambos apresentaram
potencial genotdxico similar. Contudo, estudos
apontam que tanto o glifosato como os seus
derivados possuem potencial toxicologico para os
peixes, porém somente o glifosato apresenta menos
efeitos toxicos que a sua formulagdo comercial,
Roundup®, que possui adi¢do de surfactantes em
sua composi¢do.”

Pesquisas indicaram que concentragdes do
herbicida Roundup® e seu componente surfactante
(amino polioxietileno) foram mais toxicas para
peixes e invertebrados aquaticos em comparacgao
ao principio ativo glifosato,”? pois os eventos
genotoxicos dos agrotoxicos sdo decorrentes do
aumento toxicologico das formulagdes, ocasionado
pela adicdo de compostos inertes ou surfactantes
presentes em sua composicao.©¥

Desta forma, os resultados da presente pes-
quisa apresentaram diferengas com os observados
na literatura, pois tanto o glifosato como a
formulagdo comercial Roundup® que apresenta,

além do glifosato, a adi¢do de surfactantes, ndo
apresentaram diferencas estatisticas quando com-
parados. Mas € necessario levar em consideragao
o tempo de exposicdo, pois a duracdo do ciclo
celular, o tempo de maturacdo e a vida util dos
eritrécitos podem variar entre as espécies de
peixes.!” Autores indicam que os micronucleos
sao observados apdés o primeiro ciclo celular,
sendo totalmente dependentes da ocorréncia de
proliferacdo celular no organismo, algo que pode
variar entre as espécies de teledsteos.¥

Indice gonadossomatico (IGS)

Pesquisas demonstram que na maturagao
gonadal dos peixes sdo notados simultaneamente
aumentos graduais nos valores do IGS relacionados
aosestagios de maturagdo das fémeas, comotambém
variagdes no IGS condizem com alteragdoes nas
estruturas ovarianas nos estagios de maturagio.®
Desta forma, verificou-se que o glifosato ¢ o
Roundup® sdo herbicidas que provavelmente
provocam a inducdo da maturagdo gonadal das
fémeas de Danio rerio, alterando o processo
reprodutivo natural, o que resultou num aumento
nos valores de IGS de forma significativa quando
comparado as fémeas que ndo foram expostas aos
herbicidas. Portanto, sugere-se que os herbicidas
podem ter induzido a picos precoces de maturagao
nos ovarios, assim como alteragdes nos estagios de
desenvolvimento das gonadas.

Aumentos em valores de IGS nos ovarios de
peixes D. rerio expostos a diferentes concentragdes
de glifosato também foram identificados apds 15
dias de exposi¢do.?” Contudo, as comparagdes
de IGS das fémeas dos tratamentos contendo
herbicidas demonstraram que tanto o glifosato
como o Roundup® possuem efeitos de toxicidade
similar nas goénadas de D. rerio e induziram a
maturagdo precoce dos ovarios nestes peixes de
forma semelhante.

Pesquisas indicam que exposi¢des de curto
prazo de peixes truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) ao Roundup® e seu principio ativo glifosato
ndo ocasionaram alteragdes no IGS e maturacdo

Semina: Ciéncias Biolégicas e da Saude, Londring, v. 41, n. 2, Supl., p. 389-402, nov. 2020

397



398

Carmo, K. B.; Silva, T. F; Armiliato, N.

gonadal, mas induziram na diminui¢ao da eclosdo
de ovos e na sobrevivéncia dos alevinos, o que
prejudicaria as fases iniciais da vida do peixe.®?

Outros estudos propuseram que o aumento
do IGS pode estar relacionado com a elevagdo na
expressao da biossintese de hormonios esterdides
nas fémeas de Danio rerio expostas ao herbicida
glifosato, o que poderia ter ocasionado alteragdes
no eixo hipotalamo-hipofise-gonadal, induzindo,
assim, a maturagdo ovariana.!'> Pesquisas sobre a
influéncia do glifosato nos ovarios de Danio rerio
demonstraram que a elevagao nos valores de indice
gonadossomatico foi resultante do avango da
maturagdo ovariana, associado a maior expressao
do fator esteroidogénico 1 (SF-1), considerado o
principal regulador da formagdo de hormoénios
esteroides.®®

Destarte, sugere-se que o aumento de indice
gonadossomatico nas fémeas de Danio rerio pode
estar relacionado a alteragdes hormonais ocorridas
nas gbonadas dos peixes, decorrente da exposicao
a estes xenobidticos, uma vez que agrotdxicos
foram considerados capazes de gerar distirbios
enddcrinos nas fases iniciais de desenvolvimento
dos peixes, bloqueando hormonios sexuais e
interferindo no desenvolvimento sexual normal
desses animais.®

Massa e maturagao gonadal

Peixes da espécie Danio rerio expostos por
15 dias a uma concentracdo do herbicida glifosato
apresentaram aumentos na massa dos ovarios
de forma significativa em relagdo a peixes nao
expostos, demonstrando certa capacidade deste
composto em interferir na reproducdo destes
organismos.” Ademais, fémeas de Danio rerio
submetidas ao glifosato demonstraram aumentos
significativos nos didmetros dos ovdcitos, assim
como danos ultraestruturais através da formagao
de membranas concéntricas, podendo acometer as
fungdes dos ovocitos logo apos a fertilizagdo.®

Peixes da espécie Austrolebias nigrofasciatus
expostos a concentragdes de um herbicida comercial
a base de glifosato, também apresentaram redugao

no numero de embrides fertilizados, porém
exibiram elevados aumentos em seus diametros,
bem como diminuicdo na tolerdncia térmica
embrionaria.®>

Neste contexto, os resultados apresentados
no presente estudo e os observados na literatura
demonstraram que herbicidas que contém como
principio ativo o glifosato estdo ocasionando
mudangas no desenvolvimento das células
germinativas, bem como afetando suas funcgdes,
podendo induzir ao ciclo reprodutivo precoce de
Danio rerio devido ao aumento desproporcional
da massa gonadal, e promovendo, assim, o dese-
quilibrio no ciclo de vida destes organismos.

Além disso, os resultados qualitativos dos
ovarios observados nesta pesquisa demonstram
que as gonadas das fémeas expostas no herbicida
Roundup®, assim como no glifosato, tiveram
maior ocorréncia de ovarios em maturagdo do
que as gbénadas das fémeas do aquéario controle.
A prevaléncia deste estagio coincide com os
resultados destacados anteriormente a respeito do
aumento de massa gonadal e valores elevados de
indice gonadossomatico.

Pesquisas indicam que tanto o herbicida
Roundup® como o glifosato foram capazes de
aumentar a incidéncia de anormalidades ovarianas
e mortalidade precoce dos embrides, assim como
estimularam a eclosdo precoce nos ovos dos peixes
Danio rerio.®® O glifosato também gerou efeitos
deletérios na reproducdo dos machos de D. rerio
através de danos espermaticos, acarretando na
reducdo das taxas de fertilidade da espécie.C” Deste
modo, nossos resultados demonstram que estes
herbicidas podem estar ocasionando mudangas nos
estagios reprodutivos dos peixes, principalmente
no desenvolvimento ovariano.

Outra caracteristica observada € a ocorréncia
de ovarios maduros nas fémeas que permaneceram
em exposicao ao glifosato, excedendo a frequéncia
visualizada no grupo controle e nas fémeas expostas
ao Roundup®. A principio, este resultado pode ser
indicativo que o herbicida glifosato ocasionou
maior indugdo de maturacdo dos ovarios apoés o
periodo de 15 dias de exposi¢do dos peixes do que
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os visualizados nos outros tratamentos, podendo
ser um indicativo que o glifosato ocasionou maior
interferéncia sobre a maturagao gonadal nos peixes
do que o herbicida Roundup®.

Conclusao

Conclui-se que os herbicidas Roundup®
e glifosato apresentaram potencial genotoxico
similar, que possivelmente ocasionou efeitos
clastogénicos e aneugénicos em eritrocitos de
peixes da espécie D. rerio, bem como provocou
o aumento do indice gonadossomatico, da massa
gonadal e do numero de ovarios nos estagios em
maturagdo. Porém, verificou-se que a frequéncia
de ovéarios maduros foi relativamente maior para
o grupo tratado com glifosato em comparagido ao
grupo tratado com Roundup®.

Diante disso, através das analises genotoxicas
e reprodutivas realizadas na pesquisa, conclui-se
que o herbicida Roundup®, bem como o glifosato
foram toéxicos para os peixes Danio rerio, mesmo
nas concentragdes maximas permitidas para rios
brasileiros.
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