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RESUMO

O Roundup® Original é um herbicida que contém em sua formulacdo o ingrediente ativo
glifosato. Esta formulacdo comercial € amplamente utilizada a nivel global, e sua
principal funcéo é combater ervas daninhas na agricultura. Devido as grandes aplicacdes
deste herbicida, o glifosato e seus principais metabdlitos tém sido detectados em aguas
superficiais e subterrdneas, gerando preocupacfes quanto aos seus efeitos em
organismos ndo-alvos, principalmente animais aquaticos. O objetivo central deste
estudo foi avaliar os efeitos deletérios do Roundup® Original (N-(fosfonometil) glicina,
Monsanto do Brasil Ltda) em formas jovens do peixe pacamad (Lophiosilurus
alexandri). Para isto, foram realizados testes de toxicidade aguda (96 h) e teste
subcrénico (19 dias) de exposicdo ao herbicida. No primeiro teste de toxicidade aguda,
foram testadas as concentractes de 0,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 € 5,0 mg L de glifosato
diluido em agua, em animais de 0,05 + 0,01 g; 1,80 + 0,10 cm. A Concentracao letal
mediana (CLsp; 96h) estimada foi de 2,71 mg L de glifosato. O estudo histologico
possibilitou a observacao de alteragdes branquiais, tais como: descolamento do epitélio
lamelar, aneurisma, hiperplasia e fusdo lamelar em animais mantidos na presenca do
agente toxico. Para o segundo teste de toxicidade aguda, foram utilizados animais de
4,03 £ 1,26 g; 6,97 + 0,65 cm. As concentracOes de glifosato testadas foram de 0,0; 3,0;
6,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg L. A CLsp; 96 h e o nivel de seguranca estimados foram de
421 mg L™, e 0,42 mg L de glifosato, respectivamente. Branquias e figados avaliados
neste experimento demonstraram alteracGes teciduais como: descolamento do epitélio
lamelar com edema intersticial, hiperplasia das lamelas secundarias, hipertrofia de
células de cloreto, desarranjo do formato das células hepaticas com presenca de algumas
areas necroticas e com nucleos picndticos. O terceiro experimento, caracterizado pela
exposicao de juvenis (21,69 + 3,89 g; 11,45 + 0,79 cm) as concentragdes subletais de
glifosato (0,0; 0,42 e 0,21 mg L™), ocasionou a mortalidade de 25% dos animais
expostos a maior concentracdo de glifosato, além da presenca de animais letargicos nas
concentracdes testadas, com excecdo do grupo controle. A histologia aplicada para
figado e branquias dos juvenis do teste subcronico, também demonstraram alteracdes
teciduais, porém em menor propor¢do em relacdo aos testes de exposicdo aguda. Desta
forma, podemos sugerir que o glifosato é potencialmente toxico para L. alexandri, visto
que concentracGes baixas de glifosato provocaram mortalidade, além de alteracdes
histol6gicas e comportamentais.

Palavras-chave: “Pacama”; Roundup; contaminacao; toxicidade; histologia.



ABSTRACT

Roundup® Original is an herbicide that contains in its formulation the active ingredient
glyphosate. This commercial formulation is widely used globally, and its main function
is to combat weeds in agriculture. Due to the great applications of this herbicide,
glyphosate and its main metabolites have been detected in surface water and
groundwater, raising concerns about its effects on non-target organisms, mainly aquatic
animals. The main objective of this study was to evaluate the deleterious effects of
Roundup® Original (N- (phosphonomethyl) glycine, Monsanto of Brazil Ltda.) on
juveniles of the pacama fish (Lophiosilurus alexandri). For this, tests of acute toxicity
(96 h) and subchronic (19 days) of exposure to the herbicide were performed. In the first
acute toxicity test, were tested the concentrations of 0,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 and 5,0
mg L of glyphosate diluted in water, in animals of 0,05 + 0,01 g; 1,80 + 0,10 cm. The
median lethal concentration (LCso; 96h) estimated was 2,71 mg L™ of glyphosate.
Histological studies allowed the observation of branchial alterations, such as:
detachment of the lamellar epithelium, aneurysm, hyperplasia and lamellar fusion in
animals kept in the presence of the toxic agent. For the second acute toxicity test, were
used animals of 4,03 £ 1,26 g; 6,97 + 0,65 cm. The concentrations of glyphosate tested
were 0,0; 3,0; 6,0; 10,0; 15,0 and 20,0 mg L™ The LCso; 96 h and the safety level
estimated were 4,21 mg L, and 0,42 mg L™ of glyphosate, respectively. Gills and
livers evaluated in this experiment demonstrated tissue changes such as: detachment of
lamellar epithelium with interstitial edema, hyperplasia of secondary lamellae,
hypertrophy of chloride cells, and derangement of hepatic cell shape with the presence
of some necrotic areas with pycnotic nuclei. The third experiment, characterized by
exposure of the juveniles (21,69 + 3,89 g, 11,45 + 0,79 cm) to sublethal concentrations
of herbicide (0,0; 0,42 and 0,21 mg L™), caused mortality of 25% of the animals
exposed to the highest concentration of glyphosate, in addition to the presence of
lethargic animals in the tested concentrations, except for the control group. The
histology applied to the liver and gills of juveniles of the subchronic test also showed
tissue changes, but to a lesser extent in relation to the acute exposure tests. In this way,
we can suggest that glyphosate is potentially toxic to L. alexandri, since low
concentrations of glyphosate caused mortality, as well as histological and behavioral
changes.

Keywords: "Pacama™; Roundup; contamination; toxicity; histology.
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1. INTRODUCAO

Os pesticidas vém sendo empregados na agricultura como uma forma de
combater pragas que prejudicam a produtividade de produtos agricolas. Dentre os
pesticidas empregados no meio rural, os herbicidas sdo considerados os mais aplicados
em préticas rurais (Woodburn, 2000; Thompson e Pitt, 2003; Lanct6t et al., 2013;
Prosser et al., 2016).

Os herbicidas contendo o glifosato como ingrediente ativo, sdo amplamente
utilizados devido a sua eficacia. Seu principal objetivo é combater ervas daninhas, que
competem por espaco e nutrientes, em culturas de alimentos de interesse. O glifosato é
considerado de amplo espectro, ndo seletivo e sistémico. Em outras palavras, séo
capazes de erradicar uma variedade de espécies de plantas, e atingem todo o sistema
vegetal provocando a sua morte (Junior et al., 2002; Borggarad e Gimsing, 2008; Duke
e Powles, 2008; Gomes et al., 2014; Prosser et al., 2016).

O glifosato, inicialmente, foi criado e patenteado na formulacdo comercial
Roundup® pela empresa americana Monsanto. Ap6s alguns anos, outras empresas
também comecaram a fabricar e a comercializar o glifosato como herbicida, com nomes
comerciais diferentes. Ao longo dos anos, o uso do glifosato tem sido crescente,
principalmente ap6s a introducdo de transgénicos resistentes ao glifosato na agricultura
(Franz et al., 1997; Duke e Powles, 2008; Dill et al., 2010).

O uso intensivo do herbicida em todo o0 mundo tem gerado preocupacdes quanto
aos seus residuos no meio ambiente, principalmente em sistemas aquéticos. Sabe-se que
o glifosato pode ser transportado ao meio aquatico por meio de escoamento, evaporacao
e precipitacdo, drenagem e lixiviagdo (WHO, 2005). Apesar de alguns autores
considerarem que o glifosato seja degradado por microrganismos e possuir a
caracteristica de ser adsorvido pelo solo, o glifosato e o seu principal metabdlito, o
acido aminometilfosfénico (AMPA), vém sendo frequentemente detectados em &guas
superficiais préximas a préaticas agricolas (Franz et al., 1997; Giesy et al., 2000; Busse
et al., 2001; Vereecken, 2005; Duke e Powles, 2008; Coupe et al., 2011; Helander et al.,
2012; Delmonico et al., 2014). A presenca de agentes toxicos nos corpos hidricos
receptores pode prejudicar a saude, sobrevivéncia e o bem-estar de organismos
aquaticos, possibilitando a reducdo da biodiversidade (Williams e Semlitsch, 2010;
Volpato, 2014).
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Entre as mais diversificadas formulagcdes comerciais contendo o glifosato, o
Roundup® Original (Monsanto) ainda é um dos mais utilizados. Embora este composto
pertenca a classe toxicoldgica Il (medianamente tdxico), alguns trabalhos utilizando
esta mesma formulacdo em testes de toxicidade tém demonstrado efeitos deletérios em
organismos aquaticos. Entretanto, os efeitos sobre variadas espécies aquaticas ainda ndo
sdo totalmente conhecidas (Lushchak et al., 2009; Helander et al., 2012; Hued et al.,
2012; Shiogiri et al., 2012; Sinhorin et al., 2014a; Sinhorin et al., 2014b; Currie et al.,
2015; Ma e Li, 2015).

Além da preocupacdo de danos causados por residuos de glifosato em animais
selvagens, ainda existe um grande potencial da dissipacdo do glifosato em areas com
atividades aquicolas (tanques e reservatorios) nas proximidades de regides agricolas
(Williams e Semlitsch, 2010).

Neste sentido, o presente trabalho tem o objetivo de avaliar os efeitos do
glifosato na formulacdo Roundup® Original (Monsanto do Brasil) em juvenis de
pacamd, peixe representativo da Bacia de Sao Francisco (Brasil), de alto valor
comercial, considerado espécie com risco de extingdo e candidato para ser introduzido

na aquicultura.
2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Herbicidas na prética agricola

Herbicidas sdo substancias muito utilizadas na agricultura para controlar ervas
daninhas e maximizar a producdo (Prosser et al., 2016). Todavia, desempenham
também importante papel para o controle de vegetacdo de areas ndo agricolas, como
locais industriais, areas de conservagdo, reservas naturais e estradas (Radosevich et al.,
2007).

Assim como varios pesticidas, os herbicidas possuem em sua formulag&o, além
dos ingredientes ativos, numerosos outros compostos nomeados adjuvantes (Chan et al.,
2007). Conforme Krogh et al. (2003), adjuvantes sdo adicionados a formulacdo de
pesticidas com intuito de aumentar a eficacia do pesticida, seja ele aumentando a
solubilidade, adsorcéo, penetracéo e translocagéo dos ingredientes ativos no alvo, como
tambem para aumentar a resisténcia do ingrediente ativo a chuva, ou alterar a

seletividade para diferentes plantas. Os adjuvantes podem ser classificados em:
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adjuvantes de formulacdo e adjuvantes de pulverizagdao. O primeiro, conhecido também
como aditivo ou ingredientes inertes, consiste em adjuvantes que participam da
formulacdo, enquanto que na segunda forma, os adjuvantes séo adicionados junto do
produto formulado e agua, no tanque do equipamento pulverizador (Hochberg, 1996;
Krogh et al., 2003).

Atualmente, os herbicidas a base de glifosato sdo os mais usados no manejo
florestal e na agricultura em todo mundo (Woodburn, 2000; Thompson e Pitt, 2003;
Lanctdt et al., 2013). Entretanto, 0 uso excessivo de pesticidas para ganhos de
produtividade podem gerar impactos nocivos ao meio ambiente, uma vez que podem
causar impacto adverso a estrutura genética dos seres vivos e até mesmo a reducdo da
biodiverdisade (Ghimire e Woodward, 2013).

O glifosato pertence a classe dos organofosfonados que possuem uma ligacédo
direta carbono-fésforo (C-P) resistente aos impactos fisico-quimicos (Shushkova et al.,
2010). Conhecido também como N-(fosfonometil) glicina, o glifosato é um derivado
fosfonometil do aminoéacido glicina, contendo caracteristica fisica solida cristalina,
branca e inodora e é constituido por uma funcdo amino bésica e trés sitios acidos
ionizaveis (Dill et al., 2010) (Fig. 1). Segundo Junior et al. (2002), em condicGes
ambientais, o glifosato € muito sollvel em agua, e se apresenta bastante estavel na

presenca de luz, inclusive em temperaturas superiores a 60°C.

@) @)
JJ\/H [
HO N\/Ft“"OH
OH

Figura 1: Estrutura molecular quimica do glifosato. Fonte: Dill et al. (2010).

Segundo relatos de Franz et al. (1997), a molécula de glifosato foi sintetizada
primeiramente por Henri Martin, quimico de uma pequena empresa farmacéutica suica
(Cilag) no ano de 1950. Entretanto, o produto ndo tinha aplicabilidade farmacéutica e
nédo foi patenteado. Em 1970, John E. Franz, pesquisador da Monsanto (EUA), testou o
glifosato como herbicida e, no ano de 1974, patenteou 0 composto para 0 UsoO cCoOmo
herbicida, um ‘sal de isopropilamina de glifosato’, introduzindo a formulagdo comercial
com o nome de Roundup® (Franz et al., 1997; Duke e Powles, 2008; Dill et al., 2010).
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De acordo com Duke et al. (2012), uma vez que o N-(fosfonometil) glicina foi
comercializado em 1975, tornou-se o herbicida mais utilizado, principalmente devido a
adogdo em grande escala de culturas resistentes ao glifosato (GR) ap6s sua introducéao
em 1996. Seu uso chegou a ser limitado por ser considerado um herbicida ndo seletivo,
porém, apés a adocdo generalizada das culturas GR, o glifosato voltou a ser
disseminado mundialmente.

Conforme Baylis (2000), desde a introducdo do primeiro herbicida glifosato na
formulacdo Roundup® pela Monsanto, este composto quimico, nas mais variadas
formulag@es, transformou a agricultura global, auxiliando na reducdo de méo-de-obra
no controle manual de ervas daninhas.

Em diversos tipos de cultura, o glifosato geralmente é pulverizado, sendo
absorvido pelas folhas (Junior et al., 2002). A sua principal funcao é evitar que a planta
produza aminodcidos aromaticos essenciais, tais como a fenilalanina, triptofano e
tirosina (Borggarad e Gimsing, 2008), ou seja, atua inibindo a enzima 5-enolpiruvil-
chiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPs), da via do chiquimato, via de metabolismo
secundario presente nas plantas (Duke e Powles, 2008). O glifosato é considerado néo-
seletivo, sistémico e de amplo espectro (Gomes et al., 2014).

O glifosato possui como seus principais metabolitos, o0 AMPA e a Sarcosina,
sendo 0s microrganismos presentes no solo, 0s principais responsaveis pela sua
degradacdo (Mattos et al., 2002). A degradacdo do glifosato no solo pode seguir duas
rotas, conforme ilustrado na figura 2. Uma delas consiste na clivagem da molécula
produzindo o AMPA, e a outra rota seria pela clivagem da ligagdo C-P do composto,
através da enzima C-P liase, gerando a sarcosina (Liu et al., 1991).
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0

HOOQC—CHz—NH—CH:—P—0H
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0 O
| I
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l
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Figura. 2. Rotas para degradacdo microbiana do glifosato. Fonte: Kryuchkova et al.
(2014) adaptado.

Tendo em vista que o glifosato € um dos herbicidas mais utilizados e possui
diversas aplicacOes, reiteramos a necessidade de conscientizacdo do seu uso, a
quantificacdo dos impactos ambientais e o0 conhecimento dos seus efeitos

ecotoxicoldgicos a biota.

2.2. Persisténcia do glifosato no meio ambiente e formas de contaminagdo em

corpos aquaticos

A molécula de um herbicida, ao atingir o solo, pode sofrer os processos de
degradacdo ou adsorcdo (Toni et al., 2006). Conforme Duke (1988), o glifosato
apresenta uma meia-vida relativamente curta no solo, variando de alguns dias a meses,
devido a degradacdo microbiana. Conforme ja descrito e corroborado por Borggaard e
Gimsing (2008), a principal degradacdo do glifosato € promovida por varios
microrganismos, no entanto, fatores relacionados ao solo podem afetar a taxa de
degradacdo microbiana.

A inativacdo do glifosato pode ser facilitada pela sua adsor¢do na matriz do solo

(Ermakova et al., 2010). A adsorcdo é o fendbmeno pelo qual ocorre atracdo ou repulsdo
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entre uma superficie sélida e um vapor ou uma solucdo. Esta atracdo ou repulsédo
ocorrem devido interagBes entre os campos de forca que emanam da superficie do
adsorvente, e das moléculas ou ions do adsorvato (Bailey e White, 1964). Segundo
Junior et al. (2002), o mecanimso de adsorcdo do glifosato no solo ndo € inteiramente
compreendido. Acredita-se que a adsorcao do glifosato em solos parece ser mediada por
troca de ligagdes idnicas por meio do grupo fosfato da molécula do herbicida, da mesma
forma como se d& a adsorcdo de fosfatos (Bott et al., 2011). Geralmente, subtancias com
maiores tendéncias a serem adsorvidas no solo possuem a sua mobilidade reduzida
(Vereecken, 2005).

Um dos primeiros relatos sobre a adsorgédo de glifosato em solos foram relatados
por Sprankle et al. (1975). Os referidos autores observaram sor¢cdo mais forte do
glifosato em solos argilosos do que em solos arenosos, sugerindo que 0s minerais de
argila foram os promotores da sor¢cdo. Para Shushkova et al. (2010), a capacidade de
adsorcdo do solo contribui para a acumulacdo de herbicidas, e o fenbmeno ocorre
principalmente por meio de interacbes com minerais presentes, como hidroxidos de
aluminio e oxidos férricos.

O glifosato pode ser acumulado na camada de solo ardvel e por meio das raizes
das plantas. O herbicida pode entrar em contato também com as folhas, frutos e frutas,
atingindo os mamiferos através de cadeias alimentares (Roy et al., 1989; Shushkova et
al., 2010). Independentemente das altas capacidades de sorcdo do glifosato, ele pode ser
facilmente movimentado e, dependendo do tipo de solo, podem atingir até as camadas
mais profundas (Shushkova et al., 2010).

O uso continuo e prolongado do herbicida pode resultar no seu transporte para
ambientes aquaticos. Ecossistemas de &agua doce podem ser contaminados com
agroguimicos por meio da lixiviacdo, escoamento ou pelo transporte por ac¢do do vento
no momento da pulverizagédo (WHO, 2005).

Borggaard e Gimsing (2008) relatam que o glifosato pode sofrer transporte
coloidal, ligado a coldides do solo, ou ser transportado como soluto. Ambas as formas
podem se mover por meio de escoamento superficial e sub-superficial, podendo atingir
aguas abertas e subterraneas. Estudos tem demonstrado a deteccdo do glifosato e de
AMPA em 4&guas superficiais e subterrdneas de proximidade a areas agricolas
cultivaveis e até mesmo em areas protegidas de atividades agricolas (Vereecken, 2005;
Coupe et al., 2011; Delmonico et al., 2014; Ruiz-Toledo et al., 2014). Estes estudos

realcam que o glifosato e 0 seu metabdlito AMPA estdo presentes em ambientes
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aquaticos, e mesmo que presente em doses baixas, essas doses podem ser significativas,
gerando preocupacdes com relacdo a possiveis efeitos adversos desta contaminag&o,
principalmente em populagdes aquéticas (Evrard et al., 2010).

Alguns estudos de toxicidade utilizando herbicidas a base de glifosato tém sido
realizados em animais aquaticos a fim de verificar seus efeitos nos organismos néo-
alvos (Lushchak et al., 2009; Hued et al., 2012; Shiogiri et al., 2012; Sinhorin et al.,
2014a; Sinhorin et al., 2014b; Currie et al., 2015; Ma e Li, 2015).

2.3. Testes de toxicidade

Testes de toxicidade aquéatica sd@o de grande relevancia e sdo rotineiramente
utilizados, visto que os ecossistemas aquaticos sdo considerados grandes receptores de
contaminantes (Costa et al., 2008). Para exemplificar, podemos citar as areas agricolas,
locais onde os herbicidas podem contaminar os recursos hidricos adjacentes, onde as
aguas superficiais sdo consideradas as mais vulneraveis e, uma vez contaminada,
ameaca a salde humana e as vidas selvagens (Williams e Semlitsch, 2010). Desta
forma, 0s chamados ‘testes de toxicidade’ sdo considerados instrumentos uteis na
avaliagdo de danos ocasionados por contaminantes ambientais. Os testes de toxicidade
sdo desenvolvidos por 6rgdos de monitoramento ambiental de muitos paises e por
diversas instituicdes de pesquisas. Geralmente estes testes envolvem experimentos
realizados com metais, efluentes industriais, defensivos agricolas, amostras de aguas e
sedimento, dentre outras substancias (Meletti et al., 2003).

Conforme Williams e Semlitsch (2010), os efeitos da contaminacdo por
herbicidas tém gerado preocupacao e, consequentemente, tem desencadeado diversos
estudos toxicoldgicos focados principalmente nos efeitos de exposicdes a doses
elevadas, que se supbe terem um maior potencial para causar efeitos negativos.
Entretanto, os efeitos da exposicdo cronica (em baixas doses ou concentracdes) sobre a
fauna aquaética, tém sido pouco explorados, apesar da compreensdo destes efeitos serem
grandes desafios no campo da ecotoxicologia (Eggen et al., 2004; Williams e Semlitsch,
2010).

Os testes de toxicidade sdo classificados de acordo com a duracgéo (curto prazo,
médio ou longo prazo), com o método de adi¢cdo do agente toxico (Sistema estatico,
semi-estatico, ou recirculacdo) e com o tipo de teste (in vitro ou in vivo) (Metcalf, e
Eddy, 2015).


https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Leonard+Metcalf%22
https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Harrison+P.+Eddy%22
https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Harrison+P.+Eddy%22
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Os estudos de toxicidade aguda determinam os efeitos téxicos de uma
substancia-teste quando administrada, geralmente, em multiplas doses, em um curto
periodo (tipicamente entre 48 ou 96 h). Neste tipo de teste, as doses s&o aumentadas,
com a finalidade de se encontrar a quantidade mais alta da substancia testada que néo
produza efeito tdxico, e os niveis onde a toxicidade intermediaria e grave ocorrem
(Allen et al., 2013; Metcalf e Eddy, 2015). Os resultados do teste de toxicidade aguda
podem ser expressos em concentracdo letal mediana (CLsp), onde os critérios de
avaliacdo dos efeitos toxicos podem ser: a inibicdo do crescimento de uma populacéo,
inibicdo de reproducdo, inibicdo de desenvolvimento embrionario, imobilidade e
letalidade (Bertolleti, 2001).

Os testes de toxicidade crbnica, em contrapartida, avaliam exposicdo dos
organismos-teste as concentracdes de poluentes consideradas subletais e por um
intervalo de tempo mais significativo, ou seja, de dias a meses. Nesses testes sao
avaliados efeitos mais sutis, como por exemplo, o crescimento, fisiologia, bioquimica,
reproducdo, comportamento, além da morte dos organismos expostos, ainda que ocorra
de uma maneira mais lenta em relacdo ao teste de toxicidade aguda (Arezon, 2011).

A exposicao de organismos aquaticos a formulacdes de herbicidas contendo o
glifosato causa preocupacao para ecotoxicologistas devido a sua elevada solubilidade
em agua e sua extensa aplicacdo (Tsui e Chu, 2003; Mensah et al., 2011). Neste
contexto, alguns estudos de toxicidade aguda e crénica envolvendo herbicidas a base de
glifosato ja foram realizados para algumas espécies de microcrustaceos (Zalizniak e
Nugegoda, 2006; Deepananda et al., 2011), crustaceos decapodes (Deepananda et al.,
2011; Mensah et al., 2011), anfibios (Fuentes et al., 2011) e peixes (Jiraungkoorskull et
al., 2002; Jiraungkoorskull et al., 2003; Kreutz et al., 2011; Guilherme et al., 2012).

2.4. Figado e branquias de peixe como biomarcadores histoldgicos

Biomarcadores podem ser definidos como alteragbes ocasionadas como uma
resposta bioldgica, sejam elas alteracbes comportamentais, fisiologicas, celulares ou
moleculares. Estas alteracdes podem estar relacionadas com a exposi¢do aos chamados
‘biomarcadores’ a efeitos de substidncias quimicas presentes no ambiente (Peakall,
1994).

As branquias de peixes sdo 6rgdos que possuem contato direto com o agente

toxico quando presente na agua e, o figado, é o 6rgdo que participa do metabolismo de
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compostos xenobidticos. Estes dois 6rgdos sdo considerados importantes para indicar
alteracbes de agdo toxica aguda ou cronica de substancias estressoras em tecidos
animais (Lins et al., 2010).

A presenca de agentes toxicos no figado podem alterar o metabolismo de
carboidratos e lipideos, afetando indiretamente a funcdo de outros 6rgdos (Shiogiri et
al., 2012). Quando os compostos quimicos excedem o nivel de desintoxica¢do do
figado, elevadas concentragbes de toxicos induzem a atividade biotransformadora
hepatica, provocando modificacdes da estrutura hepatica normal (Hued et al., 2012).

Segundo Hued et al. (2012), a exposicao de peixes em formula¢Bes comerciais
de glifosato, demonstrou alteragfes histoldgicas no figado, como degeneracdo
gordurosa (ou acumulo de lipideos) nos hepatdcitos, necrose multifocal, dilatacdo
sinusoidal com congestao sanguinea e infiltracdo de leucdcitos.

As branquias sdo consideradas o principal 6rgdo respiratorio da maioria dos
peixes e possui uma grande area de superficie de contato com o meio aquético (Shiogiri
el al., 2012). Elas sdo formadas por estruturas chamadas de filamentos, que constituem
um conjunto de lamelas (Fig. 3), onde passam as redes de capilares sanguineos (Park et
al., 2014).

De acordo com Machado (1999), durante o processo respiratorio nos peixes, 0s
opérculos do animal se fecham, aumentando o volume da cavidade bucal, permitindo a
entrada da dgua do meio externo pela boca. Ao mesmo tempo, as cadmaras branquiais
também aumentam de volume, que faz com que ocorra uma pressao negativa, onde a
agua passa sobre as branquias. Posteriormente, a cavidade bucal se fecha, promovendo a
contracdo das camaras branquias, forcando a 4gua a seguir o caminho pelas aberturas
operculares, favorecendo o contato da agua com as branquias em um fluxo continuo. A
direcdo do fluxo de agua nas lamelas ocorre de maneira contraria ao fluxo da corrente
sanguinea, chamado de mecanimso contra-corrente. Este processo facilita as trocas
gasosas, onde o sangue rico em CO, e com pouca presenca de O,, é suprido pelo O,

presente nas aguas.
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Figura 3. Imagem representativa de lamelas
branquiais de pacamd  (Lophiosilurus
alexandri). (A-B: filamentos branquiais
compostos por lamelas; C: epitélio lamelar -
Barras: 1755 pm; 64 pm; 6,4 pm,
respectivamente. Imagens captadas em
@ aumentos de 100x; 200x e 2000x).
Microscopia Eletrénica de Varredura. Fonte:
Arquivo Pessoal.

A grande maioria de peixes teledsteos
utilizam o bombeamento branquial e a
compressédo  do  mausculo  faringeano,
auxiliando o fluxo de &gua nas branquias.
Conforme Park et al. (2014), em peixes
pelagicos, 0 movimento natatério do animal
também auxilia o fluxo de 4gua em direcdo as
branquias

Outras  fungbes das  branquias
importantes para 0s peixes, além das trocas de
oxigénio e diéxido de carbono com o meio
aquatico, sdo: osmorregulacdo, equilibrio
acido-base, balanco hidrico, excrecdo de
amonia e defesa imunoldgica (Roumbough,
2007; Brauner e Roumbough, 2012).

A pressdo osmotica é determinada pela
| concentracdo total de solutos, principalmente
"~ eletrolitos inorganicos que estdo presentes no

* fluido corporal. Sendo o Na® e CI' os

‘ : ( 4 principais eletrélitos do fluido corporal.
Considera-se que as regulages destes fons acabam sendo criticas para 0 processo de
osmorregulacdo. As branquias sdo permedveis aos ions mencionados e, a movimentacao
de Na" e CI" ocorre de acordo com o gradiente osmoético e a concentragdo entre o
ambiente aquatico externo e o fluido corporal, respectivamente (Kaneko et al., 2008).
Telebsteos de agua doce possuem a concentracdo osmética plasmatica bastante superior

em relacdo a agua do meio externo, e, portanto, sdo considerados hiperosmaticos



23

comparados ao ambiente em que vivem. Sendo assim, ha uma tendéncia em ganhar
agua por osmose e perder ions através do processo de difusdo pelas branquias. Desta
forma, os peixes tendem a reabsorver ions monovalentes através dos rins, bexiga
urinaria, membrana operculares e células de cloreto (Kirsch et al., 1984; Moreira et al.,
1998). Em contrapartida, teledsteos marinhos possuem sangue hiposmotico em relacao
ao meio e a tendéncia de perder dgua ocorre por osmose através das branquias e
excrecdo, ganhando ions por difusdo nas branquias (Moreira et al., 1998).

O epitélio branquial é composto por duas superficies epiteliais diferentes: o
epitélio filamentoso e o epitélio lamelar, também denominados: filamentos ou lamelas
primarias e lamelas secundarias (Ruales e Torres, 2010).

Conforme Evans (1987), o epitélio filamentoso é composto por algumas células
importantes, onde estdo inclusas as células pavimentosas, que possui a caracteristica de
conter microrredes ou micropregas em formato digitiforme (Fig. 4), células mucosas,
células acessoérias ndo diferenciadas (podendo ser precursoras das células de cloreto) e
as células de cloreto. Sugere-se que as microrredes das células pavimentosas estejam
relacionadas com a adesao de muco sobre o epitélio lamelar, protegendo-o de alteracbes
do meio aquatico (Mallatt, 1985).

O epitélio das lamelas secundéarias é mais simples e menos espesso em relagédo

ao epitélio filamentoso e possuem dois tipos principais de células: as células superficiais

e as células basais (Evans, 1987).

Figura 4. Imagem representativa de
N células pavimentosas do epitélio branquial
_, | de um peixe teleésteo (Lophiosilurus
W alexandri), delimitadas pelas microrredes.
(Imagem captada em aumento de
10.000x) Fonte: Arquivo pessoal.

Os peixes teleosteos enfrentam
cargas ionicas e a perda de sal atraves da

superficie corporal permeavel, geralmente

ocupado pelo epitélio branquial (Kaneko
et al., 2008). As células de cloreto, ou células ricas em mitocéndrias, sdo 0s principais

locais de secrecdo e absorcdo de ions. Estas células também estdo envolvidas na
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regulagdo acido-base e captacdo de Ca®*, essencial para adaptacdo dos organismos a
varios ambientes (Kaneko et al., 2008).

Conforme Brauner et al. (2012), a morfologia e a fungdo das branquias para
algumas espécies pode ser bastante plastica e ser alterada de forma drastica, atendendo
as mudancas nas demandas colocadas sobre as branquias por meio das condicdes
ambientais alteradas. Segundo Machado (1999), pesticidas organicos podem provocar
alteracOes nos epitélios branquiais.

De acordo com Nogueira et al. (2008), modificacdes nos diferentes niveis
bioldgicos, sejam eles teciduais, sistémicos ou celulares, sdo indicativos dos danos que
0S contaminantes podem promover. Algumas das principais alteragcdes teciduais e
celulares das branquias podem ser observadas na figura 5. As respostas morfoldgicas
frente aos agentes tdxicos, como o descolamento epitelial, hipertofia e hiperplasia, sdo
maneiras compensatorias do tecido branquial diminuir o contato indireto e direto com
0S Xenobidticos presente no meio aquatico circundante.

De uma maneira geral, a exposicao dos peixes a compostos toxicos prejudicam a
funcdo respiratéria das branquias, pelo fato de estas reduzirem o consumo de oxigénio,
ao passo gque a demanda por oxigénio para manter os processos celulares vitais é
aumentada (Nowak, 1992). As alteracBes histolégicas, causadas para que ocorra a
reducdo do contato xenobiotico/branquias, podem resultar em barreira para passagem de
sangue e de agua nas lamelas branquiais, causando, consequentemente, distarbios
respiratorios e idnicos nos animais de adgua doce (Hughes et al., 1979; Takashima e
Hibia, 1995; Braz-Mota et al., 2015). Conforme Jiraungkoorskul et al. (2002), a
proliferacdo celular filamentar e hipertrofia de células filamentosas reduzem o espaco
interlamelar, podendo resultar em fusdo lamelar total ou parcial, reduzindo a area total
de superficie para o processo de troca gasosa. Além disto, a elevacdo epitelial
juntamente com a secre¢do de muco, em alguns casos, reduz os niveis de oxigénio e, se
0 agente irritante ndo for removido, havera grandes chances de ocorrer ruptura de vasos
sanguineos com focos de hemorragia.

De acordo com Castro et al. (2014), alteracGes observadas nas branquias podem
servir como uma ferramenta de monitoramento ambiental, e podem ser utilizadas

também como um meio de identificacdo da acdo de compostos quimicos em peixes.
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Figura 5. Desenho esquematico de lesGes branquiais comuns induzidas por compostos
toxicos. (A: estado normal; B, C, D, E e F: alterados). Abreviac6es: Ib: 1dmina basal; cc:
célula de cloreto; mu: célula mucosa; pi: célula pilar; ce: célula epitelial lamelar; svl:
seio venoso lamelar; csm: canal sanguineo marginal. Fonte: Machado et al. (1999).
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2.5. Pacama (Lophiosilurus alexandri)

O animal conhecido popularmente como pacama (L. alexandri) é um peixe
siluriforme, pertencente a familia Pseudopimelodidae, e nativo da bacia do rio S&o
Francisco (Travassos, 1960; Shibata, 2003). Considerado um peixe carnivoro e de agua
doce (Ribeiro et al., 2015), o pacamd apresenta desova parcelada, comportamento
sedentario (Travassos, 1959) e noturno, tendo preferéncia por ambientes bentdnicos
(Shibata, 2003; Tendrio et al., 2006; Costa et al., 2015) (Fig. 6).

Fiua 6. Juvenil de Pacamé (Lophiosilurus alexandri). Fonte: Arquivo pessoal.

O pacama L. alexandri é um peixe oriundo da bacia do rio Sdo Francisco. O seu
elevado valor comercial e qualidade de carne (devido ao sabor e auséncia de
mioespinhos) séo atributos que levaram ao aumento da sua captura, 0 que resultou na
dréastica reducdo da sua comercializacdo na regido do S&o Francisco (Tenorio et al.,
2006; Luz e Santos, 2008a; Costa et al., 2015). Recentemente, o pacama foi considerado
como espécie ameacada de exting¢do (Brasil, 2014).

Como forma paliativa, o pacama vem sendo utilizado em estudos de reprodugéo
em ambientes artificiais para futuros repovoamentos nos reservatorios de hidroelétricas
do rio S&o Francisco, na Estagdo de Piscicultura de Paulo Afonso, da Companhia
Hidroelétrica do Sdo Francisco (EPPA/CHESF) e também na regido de Trés Marias-
MG, pelo Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e Aquicultura de Trés Marias da
Companhia de Desenvolvimento dos Vales do S&o Francisco e do Parnaiba
(CODEVASF) (Sato e Sampaio, 2005; Luz e Santos, 2008b; Luz e Santos, 2015).

Apesar de grande parte da producdo do pacamd ser destinada aos
repovoamentos, este organismo aquatico apresenta grande potencial para cultivo em
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cativeiro (Cardoso et al., 1996), ndo s6 como peixe de corte, mas também como animal
para ornamentacao (Santos e Luz, 2009; Kitagawa et al., 2015., Filho et al., 2016).
Recentemente, diversos estudos vém sendo realizados com L. alexandri, com o intuito
de se criar um pacote tecnoldgico para a sua producdo comercial. J& foram avaliados
para esta espécie os efeitos da salinidade e concentracdes de presas na larvicultura
(Santos e Luz, 2009); a influéncia do tempo de transporte para juvenis de pacamé (Luz
et al., 2013); os efeitos do anestésico eugenol em juvenis de pacama (Ribeiro et al.,
2013); desova induzida e variaveis reprodutivas (Santos et al., 2013); incubacdo de ovos
com florfenicol (Batista et al., 2014); relacdo proteina:carboidrato no desempenho e
metabolismo de juvenis de pacamé (Figueredo et al., 2014); sistema de drenagem e taxa
de alimentacdo durante o desenvolvimento inicial do pacama (Filho et al., 2014); o
crescimento larval alométrico (Guimaraes-Cruz et al., 2014); os efeitos da temperatura
da agua e das concentracfes de presas no seu desenvolvimento inicial (Takata et al.,
2014); a captura, adaptacdo e controle artificial da reproducdo (Costa et al., 2015); o
comportamento alimentar e efeito do fotoperiodo sobre o desempenho e parametros
hematoldgicos (Kitagawa et al., 2015); a digestibilidade de ingredientes em dietas para
juvenis de pacama (Melo et al., 2015); tricaina como anestésico para larvas e juvenis de
pacamd (Ribeiro et al., 2015); gelatina em substituicdo do coragdo bovino no
treinamento alimentar (Salaro et al., 2015); os efeitos das concentracdes diérias de
nauplios de artémia durante a producdo de juvenis (Santos et al., 2015); efeitos da
farinha de residuos de manga na relacdo proteina:carboidratos no desempenho e
composicao corporal do pacamé (Souza et al., 2015); a morfologia externa durante as
etapas precoce de desenvolvimento (Assega et al., 2016); a elevada densidade
populacional durante a larvicultura e efeito do tamanho da dieta na producao de juvenis
(Cordeiro et al., 2016); os efeitos da cor ambiental sobre o crescimento, metabolismo,
fisiologia e pigmentacdo do pacama (Costa et al., 2016a); efeitos da temperatura no
crescimento, sobrevivéncia e parametros fisioldgicos em juvenis (Costa et al., 2016b);
técnicas de sexagem precoce (Filho et al., 2016); digestibilidade de ingredientes em
dietas para juvenis de pacama (Melo et al., 2016), dentre outros experimentos ja

realizados.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral
Avaliar efeitos da exposicdo do glifosato em juvenis de pacamd (Lophiosilurus

alexandri).

4.2. Objetivos especificos

- Estimar a concentracdo letal mediana (CLsp;96h) do glifosato para juvenis de pacama,
por meio de teste de toxicidade aguda e 0s respectivos niveis de seguranca;

- Realizar exposicdo de juvenis em concentracdes subletais do glifosato em teste de
toxicidade cronica;

- Avaliar alteracfes histolégicas no figado e nas branquias dos juvenis de pacama
expostos ao glifosato.

5. ARTIGO - Alteracdes histologicas em Lophiosilurus alexandri expostos ao
glifosato

Stella Rubim de Sousa®, Marilia Martins Melo®, Benito Soto Blanco”, Renata
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RESUMO

O Roundup® Original é um herbicida que contém em sua formulacéo o ingrediente ativo
glifosato. Esta formulacdo comercial é amplamente utilizada em nivel global e sua
principal funcdo é combater ervas daninhas na agricultura. Devido a grandes aplicagdes
deste herbicida, o glifosato e seus principais metabolitos tém sido detectados em aguas

superficiais e subterrdneas, gerando preocupagdes quanto aos seus efeitos em
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organismos ndo-alvos, principalmente animais aquaticos. O objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos deletérios do Roundup® Original (N-(fosfonometil) glicina) em
juvenis do peixe pacama (Lophiosilurus alexandri). Para isto, foram realizados testes de
toxicidade aguda (96 h) e teste subcronico (19 dias) de exposicdo ao herbicida. No
primeiro teste de toxicidade aguda, foram testadas as concentracGes de 0,0; 2,5; 3,0; 3,5;
4,0; 45 e 50 mg L* de glifosato diluido em &gua, em animais de 0,05+0,01 g;
1,80+0,10 cm. A concentragéo letal mediana (CLso-96h) estimada foi de 2,71 mg L™ de
glifosato e o nivel de seguranca em 0,27 mg L™ de glifosato. Estudos histologicos
possibilitaram a observacdo de alteragdes branquiais, tais como: descolamento do
epitélio lamelar, aneurisma, hiperplasia e fusdo lamelar em animais mantidos na
presenca do agente toxico. Para o segundo teste de toxicidade aguda, foram utilizados
animais de 4,03+1,26 g; 6,97+£0,65 cm. As concentracdes de glifosato testadas foram
0,0; 3,0; 6,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg L. A CLs0-96 h e o nivel de seguranca estimados
foram de 4,21 e 0,42 mg L™ de glifosato, respectivamente. Branquias e figados
avaliados neste experimento demonstraram alteragdes teciduais como: descolamento do
epitélio lamelar com edema intersticial, hiperplasia das lamelas secundarias, hipertrofia
de células de cloreto, desarranjo do formato das células hepaticas com presenca de
algumas &reas necroticas e com nucleos picnéticos. O Gltimo experimento, caracterizado
pela exposicdo de juvenis (21,69+3,89 g; 11,45+0,79 cm) as concentracdes subletais de
0,0; 0,42 e 0,21 mg L de glifosato, ocasionou mortalidade de 25% dos animais
expostos a maior concentracdo, além da presenca animais letargicos nas concentragdes
testadas, com excec¢do do grupo controle. A histologia aplicada para figado e branquias
dos juvenis do teste subcronico, também demonstrou alteracdes teciduais, porém em
menor propor¢do em relacdo aos testes de exposicdo aguda. Desta forma, podemos
sugerir que o Roundup® Original seja potencialmente toxico para L. alexandri, visto que
concentragfes baixas de glifosato provocaram mortalidade, além de alteracOes
histol6gicas e comportamentais.

Palavras-chave: “Pacama”; glifosato; contaminacao; toxicidade; histologia.

1. INTRODUCAO

O Glifosato [N- (fosfonometil) glicina] € um herbicida ndo-seletivo, sistémico e
de amplo espectro. Desde a sua introducdo e comercializagdo no mercado, no ano 1974,

este composto tornou-se o herbicida mais utilizado mundialmente (Franz et al., 1997;



40

Duke e Powles, 2008; Dill et al., 2010). Atualmente, o glifosato ainda é considerado o
principal herbicida aplicado para o combate de uma grande variedade de ervas daninhas
em culturas de plantas de interesse econémico, € 0 seu Uso aumentou ainda mais com a
introducdo de plantas modificadas geneticamente e resistentes a este herbicida
(Helander et al., 2012; Székacs e Darvas, 2012). O glifosato também possui
popularidade na silvicultura, uso doméstico e gramados de jardins (Annett et al., 2014).
No Brasil, este herbicida tem sido amplamente utilizado em cultivos como arroz, soja,
café, cana-de-acucar, milho e trigo (Braz-Mota et al., 2015).

O glifosato atua inibindo a enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-sintase
(EPSPs), da via do chiquimato, presente em plantas, fungos e alguns microrganismos.
Esta enzima catalisa a condensacéo do fosfato piruvato e acido chiquimico, que por sua
vez sintetizam trés aminodcidos essenciais: fenilalanina, triptofano e tirosina
(Sternensen, 2004; Duke et al., 2012; Helander et al., 2012). Apesar do herbicida em
questdo ser considerado relativamente ndo toxico para animais e ambientalmente
seguro, algumas preocupacdes com relacdo a residuos nos solos e 0 seu transporte para
aguas superficiais e subterraneas vém sendo apontadas (Duke et al., 2003; Koskinen,
2016).

Sabe-se que uma parcela de glifosato aplicada em campo pode sofrer degradacao
bioldgica por microrganismos e ser adsorvida formando complexos de moléculas de
glifosato com as superficies dos coldides do solo (Duke et al., 2012). Entretanto,
grandes aplicacdes do herbicida podem resultar no seu transporte para ambientes
aquaticos. O composto glifosato pode sofrer transporte coloidal, ligado a coléides do
solo, ou ser transportado como soluto. Ambas as formas podem se mover por meio de
escoamento superficial e sub-superficial, podendo atingir aguas abertas e subterraneas
(Borggaard e Gimsing, 2008).

Estudos de toxicidade aguda e crbnica utilizando herbicidas a base de glifosato
tém sido realizados em animais aquéticos a fim de verificar seus efeitos nos organismos
ndo-alvos (Lushchak et al., 2009; Hued et al., 2012; Shiogiri et al., 2012; Sinhorin et al.,
2014a; Sinhorin et al., 2014b; Currie et al., 2015; Ma e Li, 2015).

O Pacama (Lophiosilurus alexandri) é um peixe carnivoro, pertencente a familia
Pseudopimelodidae e nativo da bacia do rio Sdo Francisco, Brasil. Este animal é
considerado de alto valor comercial, possuindo carne muito apreciada. Como a espécie é
alvo da pesca extrativista, a mesma vem sofrendo dréstica redugdo na sua

comercializacdo e, recentemente, foi apontada como espécie ameacada de extingdo
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(Travassos, 1960; Shibata, 2003; Tenorio et al., 2006; Luz e Santos, 2008; MMA, 2014;
Costa et al., 2015). Por essas razfes, o pacamd vem sendo estudado visando a sua
criagdo em cativeiro.

Considerando a grande utilizacdo de herbicidas a base de glifosato no setor
agrario e a possibilidade de ocorréncia de contaminacdo em corpos hidricos, este
trabalho visa estimar a toxicidade aguda do Roundup Original (Roundup® N-
(fosfonometil) glicina, Monsanto, Brasil) em formas jovens de pacamé e avaliar os
efeitos sub-letais por meio de teste subcrénico, aplicando-se a histologia como

biomarcador.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Produto Quimico

A formulacdo comercial de glifosato, Roundup® Original, produzida pela
Monsanto do Brasil Ltda, foi utilizada para os testes de toxicidade aguda e cronica. O
composto possui como ingrediente ativo 480 g L™ de sal de Isopropilamina de N -

(fosfonometil) glicina (equivalente a 360 g L™ de glifosato).
2.2.  Local de experimento e animais-teste

Os peixes da espécie L. alexandri utilizados no presente trabalho foram
adquiridos doo Laboratdrio de Aquacultura da Universidade Federal de Minas Gerais

(UFMG), onde também foram realizados 0s ensaios experimentais.
2.3.  Qualidade da Agua

A agua utilizada nos testes de toxicidade aguda e subcrdnica foi proveniente de
poco artesiano, sendo previamente armazenada e mantida a uma temperatura em torno
de 28°C, com aeragdo constante. Durante os experimentos, foram monitoradas
diariamente, as seguintes variaveis: temperatura, pH, salinidade e condutividade
elétrica, mensuradas empregando-se o aparelho multiparametros portatil (Hanna,
modelo HI 98130); oxigénio dissolvido, medido com uso de oximetro portatil (Hanna,
modelo HI 9146) e as analises de alcalinidade, ambnia, nitrito, nitrato e fosfatos foram

realizadas de acordo com as metodologias descritas em APHA (1998).
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2.4.  Testes de toxicidade aguda

Toxicidade aguda em formas jovens de Pacamé

Para os testes de toxicidade foi utilizada a formulacdo comercial Roundup®
diluida em agua. Antecedendo-se aos testes de toxicidade aguda, foram realizados testes
preliminares para a definigdo das concentragdes definitivas a serem testadas.

Para o primeiro teste de toxicidade aguda com juvenis de Pacamé (0,05+£0,01 g e
1,80+0,10 cm), seis concentracdes de glifosato foram testadas (2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 45 e
5,0 mg L) e um grupo controle foi mantido em &gua sem adicdo do herbicida (0,0 mg
L?). O experimento foi realizado em duplicata e os animais foram mantidos em
béqueres de 1 L, alocados em cadmaras incubadoras tipo DBO a uma temperatura de
aproximadamente 28 °C, e fotoperiodo controlado de 12 horas de luz. Em todos os
béqueres foi fornecida aeracdo constante com difusores de ar. Para cada repeti¢do, 15
juvenis de pacamé foram avaliados, totalizando 210 animais. Os animais submetidos ao
periodo de 96 h de exposicéo ao glifosato foram mantidos em jejum. A cada 24 h houve
renovacdo de 50% dos meios experimentais. Os animais foram observados diariamente
e aqueles que estavam mortos (ndo apresentando mobilidade quando tocados com pipeta
Pasteur) foram retirados dos béqueres, identificados e contabilizados. Seis animais de
cada tratamento foram selecionados aleatoriamente para analise histoldgica das
branquias e, para isso, foram fixados inteiros em solucdo de Bouin. O figado dos
animais deste experimento ndo foi avaliado devido ao pequeno tamanho dos individuos.
Ao final do periodo experimental, foram estimadas as concentracdes letais medianas
(CLso) de 24, 48, 72 e 96 h para juvenis de pacama empregando-se o software Trimmed
Spearman Karber method.

Para o segundo teste de toxicidade aguda de 96 h utilizando juvenis (4,03+1,26 ¢
e 6,97+0,65 cm) foram avaliadas cinco concentrac6es de glifosato (3,0; 6,0; 10,0; 15,0 e
20,0 mg L), somadas ao grupo controle (0,0 mg L™). O teste foi realizado em duplicata
e 0s animais foram mantidos com privacgdo de alimento, em recipientes de polipropileno
(20 L) em banho termotatizado para manter a temperatura em aproximadamente 28°C.
Em todos os meios testados foram fornecidos aeragdo constante. Em cada recipiente
foram colocados 10 juvenis de pacamd, totalizando 120 animais. A cada 24 h, houve
renovacdo total dos meios experimentais. Diariamente foi observado o comportamento

dos pacamas e os animais mortos ou sem mobilidade foram retirados do sistema. Os
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animais moribundos foram insensibilizados com gelo, sacrificados por sangria e
contabilizados. Em seis animais de cada grupo foram coletadas amostras de figado e
branquias para estudo histoldgico. Ao final do experimento foram estimadas as CLso-24,
-48, -72 e -96h.

2.5. Teste de toxicidade subcronica

O teste subcrénico teve duracdo de 19 dias. Juvenis (21,69£3,89 g; 11,45+0,79
cm) foram expostos a duas concentragdes de glifosato (0,42 e 0,21 mg L), a primeira
como sendo o nivel de seguranca para juvenis de 4,0 g, obtida a partir da fracdo 1/10 da
CLso-96h, conforme proposto por Sprague (1971). A segunda concentracgdo foi definida
atendendo a metade do nivel de seguranca para juvenis de 4,00 g e o nivel de seguranca
para juvenis de 0,05 g. O grupo controle permaneceu em agua sem adicdao do herbicida
(0,0mg L™).

O experimento subcronico foi realizado em duplicata e o0s animais
permaneceram confinados em caixas de PVC de 100 L. Em cada caixa foram
distribuidos 18 juvenis de pacamd, perfazendo 36 animais por tratamento. Durante o
experimento, os animais foram alimentados com dieta extrusada comercial (45%
proteina bruta, 4% fibra bruta, 15% material mineral, 8% extrato etéreo, 2% calcio, 1%
fésforo), duas vezes ao dia (08:00 e 16:00 h), até saciedade aparente. Todo o sistema foi
mantido com fotoperiodo de 12 h. Diariamente 50% dos meios experimentais foram
renovados com as respectivas concentracfes de glifosato. Ao final do experimento, seis
animais de cada tratamento foram amostrados aleatoriamente, insensibilizados em gelo

e sacrificados para retirada de amostras de figado e branquias para estudo histoldgico.
2.6.  Histologia

As branquias e o figado, dos animais provenientes dos testes de toxicidade aguda
e subcrénica, foram colocados em cassetes histolégicos e fixados em solugdo de Bouin
durante 12 h, e posteriormente mantidas em alcool 70%. Em seguida, as pegas foram
desidratadas em banhos sucessivos de etanol, diafanizados em xilol e incluidas em
parafina. Para a montagem das laminas, foram realizados cortes de 5 um do material
biologico previamente emblocado. Posteriormente, os cortes foram corados com
hematoxilina e eosina e as observagdes teciduais e celulares foram realizadas em
microscopia Otica. Para avaliagdo das branquias, sempre foram avaliados o segundo

arco branquial do lado direito dos animais.
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Ao final do teste de toxicidade subcronica, o segundo arco branquial do lado
direito dos animais experimentais foi fixado em solucdo Karnovsky modificado
(Glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2% em tampéo fosfato) por um periodo de 24 h,
em temperatura de 4°C. A poés-fixacdo do material foi realizada em tetréxido de 6smio
1% (OsO,) durante 1 hora e a desidratacédo realizada com banhos duplos e gradativos de
etanol. As amostras sofreram secagem final através da cdmara de ponto critico de CO; e
apos serem metalizadas com ouro, foram observadas em microscopio eletrénico de
varredura (DMS 950, Zeiss), equipamento de onde tambeém foram extraidas as
eletromicrografias.

As alteracdes histologicas para cada 6rgdo foram avaliadas de maneira semi-
quantitativa pelo grau de alteracéo tecidual (DTC), baseando-se na gravidade das lesdes.
A metodologia empregada foi adaptada de Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994),
Bernet et al. (1999) e Abdel-Monein et al. (2012). Para o DTC, as alteracGes em cada
6rgdo foram classificadas quanto ao estagio progressivo de lesdo tecidual, tais como:
alteracOes de Fase I, que ndo alteram o funcionamento normal do tecido; alteracGes de
Fase Il, que sdo graves e prejudicam o funcionamento normal do tecido; e de Fase IlI,
gue sdo muito graves e causam danos irreparaveis. Para a branquia, os tipos de lesdes e
seus respectivos estagios estdo notados na tabela 1 e, para o figado, as informacdes das
lesGes sdo demonstradas na tabela 2.

Para cada animal, o valor de DTC foi calculado através da férmula:
DTC = (1 x EI) + (10 x EIl) + (100 x EIlII),

onde, EI, Ell e Elll correspondem ao nimero de alteragdes observadas nos estéagios I, 11
e 11, respectivamente.

Tabela 1. Lesdes do tecido branquial e seus respectivos estagios quanto ao grau de lesGes.

Lesédo do tecido branquial Estagio

Hiperplasia do epitélio lamelar I
Desprendimento do epitélio lamelar
Fusdo incompleta de varias lamelas
Hipertrofia de células de cloreto
Desorganizacdo lamelar

Fusdo completa de todas as lamelas 1
Aneurisma lamelar 1
Necrose 11

* Adaptado de Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994), Bernet et al. (1999), e Abdel-Moneim et
al. (2012).
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Tabela 2. Lesdes do tecido hepético e seus respectivos estagios quanto ao grau de lesdes.

Lesdo do tecido hepatico Estégio

Nucleo na periferia da célula |
Deformacao do contorno celular |
Deformacao do contorno nuclear |
Hipertrofia celular |
Hipertrofia nuclear |
Vacuolizacgdo citoplasmatica |
Degeneracdo citoplasmatica Il
Nucleo picnético I
Necrose focal "l

* Adaptado de Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994), Bernet et al. (1999) e Abdel-Moneim et
al. (2012).

Os valores obtidos para cada peixe foi utilizado para célculo das médias dos
animais de cada tratamento. Valores de DTC entre 0 e 10 indicaram funcionamento
normal do 6rgdo; valores entre 11 e 20 indicaram ligeiro dano ao érgdo; valores entre 21
a 50 indicaram lesdes moderadas; valores entre 51 e 100 indicaram graves lesdes e,
DTC acima de 100, indicaram danos irrepardveis ao 6rgdo (Poleksic e Mitrovic-
Tutundzic, 1994).

2.7. Andlise estatistica e tratamento de dados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado. A
normalidade dos dados foi avaliada pelo teste estatistico de Shapiro-Wilk (alfa=5%).
Atendidos os pré-requisitos da estatistica paramétrica, os dados médios foram
submetidos ao teste one-way ANOVA e quando verificada diferenca significativa,
empregou-se o teste a posteriori de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Para a
analise estatistica foi utilizado o programa estatistico ASSISTAT (versdo 7.7).

Para os resultados histopatoldgicos semi-quantitativos foi empregada a anélise
de variancia por meio do teste de Kruskal-Wallis. Quando verificada diferencas
significativas, a comparacao entre os diferentes grupos foi realizada pelo teste de Mann-
Whitney. As diferencas foram consideradas significativas quando p <0,05.

As concentracOes letais medianas (CLsp) e 0s respectivos intervalos de confianga
(95%) foram estimados, a partir dos dados de mortalidade ao longo das 96 h de teste de
toxicidade aguda, por meio do programa “Trimmed Spearman Karber method”
(Hamilton et al., 1977).
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3. RESULTADOS

3.1.  Qualidade de agua

Os resultados obtidos dos parametros de qualidade de &gua do primeiro teste de
toxicidade aguda (pacamds de aproximadamente 0,05 g), descritas na tabela 3,
demonstraram que os valores médios das varidveis analisadas ndo divergiram entre 0s
tratamentos, com excecdo do parametro de condutividade, que apresentou valor médio
estatisticamente superior no tratamento de 5 mg L™ de glifosato em relagdo aos demais

tratamentos.

Tabela 3. Valores médios (xdesvio padrdo) de varidveis de qualidade de &gua durante o periodo de 96 h de
exposicao de juvenis de Lophiosilurus alexandri (0,05 g) a diferentes concentracdes de Glifosato (Roundup®).

Variaveis Concentracéo de Glifosato (mg L™)
0 2,5 3 3,5 4 4,5 5

oD (mg.L?h 4,87+0,20a 4,68+0,64a 4,760,442 4,65+0,22a 4,98+0,77a  4,85+0,55a  4,75+0,42a
Temperatura (°C) 27,51+0,48a  27,650,77a 27,5+0,38a 27,65+0,23a 27,55+0,37a  27,70+0,66a  27,67+0,3%
pH 7,60+0,50a 7,67+0,59 7,62+0,41a 7,68+0,24a 7,66+0,44a 7,79+0,28a 7,65+0,44a
Salinidade (%o) 0,078+0,0064a 0,078+0,0063a 0,076+0,0051a 0,078,65+0,25a 0,075+0,0054a 0,075+0,01a 0,072+0,0095a
Condutividade (uS cm™)  0,017+0,064b  0,173+0,063b  0,171x0,005b  0,177+0,01b  0,173x0,005b  0,175#0,01b  0,525x0,095a
Alcalinidade (mg.L™) 57,5048,66a  57,50+6,89% 57,5+8,66a 57,5+3,53a 57,5+8,66a  58,75+10,3a  58,75+7,5a
Ambnia (mg.L™) 0,078+0,042a  0,088+0,084a 0,078+0,006a  0,077+0,08a  0,076+0,009a 0,076+0,001a 0,080+0,007a
Nitrito (mg.L™) 0,005+0,003a  0,005+0,003a  0,005+0,003a  0,005+0,001a  0,005+0,003a 0,005+0,002a 0,005+0,002a
Nitrato (mg.L™) 0,9468+0,016a 0,933+0,038a  0,950+0,010a  0,959+0,011a  0,945+0,019a 0,955+0,08a  0,955+0,08a
Fosfatos (mg.L™) 3,31+0,058a  3,29+0,120a  3,28+0,119% 3,33+0,037a  3,389+0,032a  3,444+0,096a  3,444+0,08a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (P>0,05).

Para o segundo teste de toxicidade aguda, envolvendo animais de
aproximadamente 4,0 g, os valores médios obtidos dos parametros avaliados (Tab. 4)
apresentaram diferencas apenas nas variaveis de pH, fosfatos e salinidade, ambas
apresentando maiores valores nas concentragdes mais elevadas de glifosato.

Os resultados obtidos dos parametros de qualidade de agua, mensurados no teste
de toxicidade cronica (pacamas com cerca de 20,0 g), estdo listados na tabela 5. N&o

houve diferenca significativa das varidveis analisadas nos diferentes tratamentos.
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Tabela 4. Valores médios (+desvio padrdo) de varidveis de qualidade de 4gua durante o periodo de 96 h de
exposicdo de juvenis de Lophiosilurus alexandri (4,0 g) a concentracées de Glifosato (Roundup®).

Variaveis Concentracéo de Glifosato (mg L™)
0 3 6 10 15 20

OD (mg.L™ 7,01+0,35a 6,97+0,40a 6,91+1,31a 6,90+0,53a 6,95+0,21a 7,0+0,28a
Temperatura (°C) 27,95+0,33a 27,9510,51a 27,95+0,55a 27,95+0,55a 28,30+0,65a 27,95+0,62a
pH 7,35%0,17a 7,2910,17a 7,28+0,23ab 7,1240,10c 7,15+0,01bc 7,105+0,07c
Salinidade %o 0,076+0,004b 0,079+0,003b 0,079+0,004b  0,081+0,004b  0,090+0,001c 0,092+0,001c
Condutividade (uS cm™) 0,157+0,07a 0,156+0,01a 0,166+0,05a 0,175+0,05a 0,175+0,07a 0,175+0,07a
Alcalinidade (mg.L'l) 90,62+9,42a 90,62+6,78a 90,83+8,61a 90,00£7,07a 90,00£7,07a 90,00£7,07a
Amonia (mg.L™) 0,234+0,07a 0,246+0,14a 0,240+0,10a 0,257+0,09a 0,242+0,07a 0,241+0,06a
Nitrito (mg.L'l) 0,052+0,01a 0,053+0,02a 0,055+0,01a 0,054+0,03a 0,052+0,04a 0,055+0,04a
Nitrato (mg.L™) 0,945+0,01a 0,939+0,01a 0,939+0,01a 0,936+0,03a 0,943+0,02a 0,937+0,025a
Fosfatos (mg.L™) 0,111+0,09b 0,120+0,01b 0,188+0,072b  0,327+0,073ab  0,373+0,198ab 0,649+0,062a

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (P>0,05).

Tabela 5. Valores médios (+ desvio padrdo) de variaveis de qualidade de agua durante o
periodo de 96 h de exposicdo de juvenis de Lophiosilurus alexandri (20,0 g) a diferentes
concentragdes de Glifosato (Roundup®).

Variaveis Concentracéo de Glifosato (mg L™)

0 0,21 0,42
oD (mg.L) ™ 6,79+0,63 6,850,63 6,79+0,48
Temperatura (°C) ™ 27,27+0,40 27,19+0,49 27,24+0,40
pH "™ 7,33+0,26 7,26+0,40 7,31+0,27
Salinidade %o ™ 0,080+0,01 0,080+0,01 0,080+0,01
Condutividade (uS cm™) ™ 0,151+0,01 0,158+0,01 0,159+0,03
Alcalinidade (mg.L™) ™ 90,1249,14 89,7318,57 90,6147,21
Ambnia (mg.L%) ™ 0,2100,08 0,22120,07 0,2130,05
Nitrito (mg.L%) ™ 0,04920,04 0,05120,02 0,04840,03
Nitrato (mg.L%) ™ 0,938+0,02 0,935+0,01 0,9370,03
Fosfatos (mg.L™) ™ 0,10120,01 0,10020,002 0,099+0,07

*ns = diferenca n&o significativa (P>0,05).

3.2.  Toxicidade aguda de glifosato para juvenis de pacama e estudo histoldgico

A CLsp-96h estimada para L. alexandri (0,05+£0,01 g e 1,80+0,10 cm) foi de 2,71
mg L™. As demais CLso (-24h, -48h e -72h) estdo descritas na tabela 6. Ndo houve
mortalidade no grupo controle. Anélises histologicas das branquias dos animais do
grupo controle ndo demonstraram alteragdes teciduais criticas (Fig. 1A). Em

contrapartida, alteracbes danosas foram observadas no tecido branquial de pacamés
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mantidos nos diferentes tratamentos contendo glifosato (Fig. 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 1G).

Os valores médios de DTC calculados para branquias estdo descritos na tabela 7.

Tabela 6. Valores estimados das concentracGes letais medianas (CLso) € nivel de seguranca do
teste de toxicidade aguda para juvenis (0,05 g) de Lophiosilurus alexandri expostos ao glifosato.

CLs, Glifosato Nivel de seguranca
Tempo de exposicdo (h) (Intervalo de confianca 95%) (mg L™) (mg L
24 3,74 (2,82-4,76)
48 2,97 (2,87-3,07)
72 2,96 (2,86-3,07)
96 2,71 (2,36-3,08) 0,27

Tabela 7. Valores médios de DTC (+ desvio padrao) calculados para branquia de juvenis
(0,05 g) expostos ao glifosato em teste de toxicidade aguda.

DTC
Concentracio de Glifosato (mg.L™) Branguias
0,0 1,33+0,57a
2,5 2,00+1,00ab
3,0 3,00+1,00b
3,5 7,00+6,08c
4,0 3,66+0,57b
4,5 10,66+2,77c
5,0 13,66+0,57d

*Letras diferentes indicam diferengas significativas (p <0,05).

Na tabela 8 sdo mostradas as CLsy estimadas para juvenis de pacamad de
4,03+1,26 g e 6,97+0,65 cm expostos as concentracdes agudas de glifosato. Neste teste,
todos 0s animais expostos as concentragdes de 15,0 e 20,0 mg L™ morreram dentro de
24 h, conforme demonstrado na figura 2. N&o houve mortalidade em animais no grupo
controle e no tratamento de 3,0 mg L™ de glifosato.

O monitoramento diario dos animais também permitiu constatar alteracdes
comportamentais dos pacamas. Inicialmente, quando foi adicionado o agente toxico as
unidades experimentais, notou-se agitagdo dos animais por alguns minutos,
principalmente quando expostos as maiores concentracdes (10,0, 15,0 e 20,0 mg L™ de
glifosato). Com o passar do tempo, a mobilidade dos animais foi reduzida (nas
concentracdes de 6,0, 10,0, 15,0 e 20,0 mg L™ de glifosato) em comparacdo com a
condicéo controle e estes permaneceram junto ao fundo dos baldes com baixa atividade

de natacdo e reducdo dos batimentos operculares.
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Figura 1. Fotomicrografias de juvenis (0,05 g) de Lophiosilurus alexandri expostos as
concentragdes agudas de glifosato em teste de toxicidade aguda (96 h). Coloracdo com
hematoxilina e eosina. (A) Branquia de peixe do grupo controle exibindo lamelas primérias
(PL) e lamelas secundarias (SL) sem alteracbes. (B, C, D, E, F, G) branquias de animais
expostos a concentracbes de 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 e 5,0 mg L7, respectivamente. Descolamento
do epitélio lamelar (setas), aneurisma (*), hiperplasia (ponta de seta), fusdo lamelar total (linha).
Barras: 50 um.
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Tabela 8. Valores estimados das concentracGes letais medianas (CLsp) € nivel de seguranca do
teste de toxicidade aguda para juvenis (4,0 g) de Lophiosilurus alexandri expostos ao glifosato.

Tempo de exposicéo (h)

CLs, Glifosato
(Intervalo de confianga 95%0)
(mg L)

Nivel de seguranca (mg L™)

24 9,52 (8,60 -10,54)
48 5,73 (5,01 - 6,56)
72 4,51 (4,16 - 4,88)
96 4,21 (4,12 - 4,64) 0,42
Mortalidade acumulada (%)
100% e
% !'.?"
S 80% .
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| % :':_.'.
§ 60% :X‘; W96 h
§ 40% -':.“j m72h
© (o)
qz 20% L .,:_:-..‘ m48h
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E 0% L. ‘
0,00 3,00 6,00 10,00 15,00 20,00
Concentragdo de glifosato (mg.L™)

Figura 2. Resultado cumulativo da mortalidade de juvenis (4,0 g) Lophiosilurus alexandri
expostos as diferentes concentracdes de glifosato em um periodo de 96 h.

Alguns dos animais considerados mortos apresentaram nadadeira caudal

hiperémica. Analises histoldgicas realizadas nos animais expostos ao glifosato

demonstraram alteragdes branquiais quando comparados ao grupo controle (Fig. 3). A

histologia observada para o figado dos animais expostos ao herbicida (Fig. 4),

evidenciou alteracbes no formato dos hepatdcitos, onde pode ser verificado

vacuolizacdo no interior das células, presenca de nucleos aumentados e picndticos, e

areas necroticas. Os valores de DTC calculados para brénquias e figado séo

demonstrados na tabela 9.
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Figura 3. Fotomicrografias de juvenis (4,0 g) de Lophiosilurus alexandri expostos a
concentragdes agudas de glifosato em teste de 96 h. Coloragdo com hematoxilina e eosina. (A)
Branquia de peixe do grupo controle em condi¢Bes normais. (B, C, D, E, F) Branquias de
animais expostos a concentragdes de 3,0; 6,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg L™, respectivamente.
AlteracOes encontradas nos tecidos branquiais: Dilatacdo capilar (*), descolamento do epitélio
lamelar com edema intersticial (setas pretas), hiperplasia das lamelas secundérias (cabecas de
setas), hipertrofia de células de cloreto (setas brancas). Barras: 100 um. Imagens captadas em
aumentos de 20x.
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s R g % :

de juvenis (4,0 g) de Lophiosilurus alexandri expostos a
concentragdes agudas de glifosato em teste de 96 h. Coloragdo com hematoxilina e eosina. (A)
Figado de peixe do grupo controle em condi¢cBes normais, apresentando hepatdcitos com
formato poligonal e ndcleo central. (B, C, D, E, F) Figado de animais expostos a concentracdes
de 3,0; 6,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg L, respectivamente. (B) Hepatdcitos vacuolizados (setas). (C)
Hepatdcitos vacuolizados (setas) e nicleos alterados quanto ao seu tamanho (ponta de seta). (D)
Nucleos com volume aumentados (ponta de seta), nlcleos picnéticos (seta branca), areas
necréticas (quadrado). (E) Ndcleos picnoticos (setas brancas), hepatocitos necréticos ja
perdendo a sua forma (quadrado) e hepatdcitos com nucleo inchado (ponta de seta). (F)
Presenca de varios nucleos picnoticos (setas brancas), ocorréncia moderada de ndcleos com
volume aumentado (ponta de seta) e areas necréticas. E possivel notar o desarranjo do formato
das células hepaticas em comparacdo com o tratamento controle (A). Imagens captadas em
aumentos de 40x.
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Tabela 9. Valores médios de DTC (x desvio padrdo) calculados para branquia e figado de
juvenis (4,00 g) expostos ao glifosato em teste de toxicidade aguda.

DTC DTC
Concentragao de Glifosato (mg L™) (Brénquias) (Figado)
0,0 1,00£1,00a 0,333+0,573a
3,0 3,66+1,52b 1,66+0,57b
6,0 14,33+10,01c 5,33+0,57c
10,0 18,33+11,54cd 92,66+57,73d
15,0 18,00£12,12cd 92,66+57,73d
20,0 24,66+0,57e 126,00e

*Letras diferentes, dentro das colunas, indicam diferencas significativas (p <0,05).

3.3.  Toxicidade subcronica de glifosato em juvenis (20 g) de pacama e

histopatologia de branquias e figado

O teste de toxicidade subcrénica com juvenis de Lophiosilirus alexandri
(21,69+3,89 g; 11,45+0,79 cm) expostos ao glifosato foi inicialmente proposto para ter
uma duracdo de 3 meses. Entretanto, no 19° dia de experimento, 25% dos animais
expostos a concentracdo de 0,42 mg L™ morreram, havendo também presenca de
animais moribundos e animais letargicos na concentragdo de 0,21 mg L™
Consequentemente, o experimento foi encerrado e os animais de ambas concentragdes e
do grupo controle foram amostrados visando o estudo histolégico. Ndo houve
mortalidade nos animais do tratamento controle.

A figura 5 mostra os resultados obtidos da microscopia eletronica de varredura
realizada neste experimento. As eletromicrografias dos filamentos branquiais de animais
do grupo controle e das demais concentracdes testadas, quando observadas de maneira
panoramica, parecem nao demonstrar alteracdes morfoldgicas (Fig. 5A, 5C, 5E).
Todavia, as mesmas amostras quando observadas em maior aumento (2000x),
demonstraram alteragdes da superficie epitelial branquial (Fig. 5B, 5D, 5F). E possivel
notar as células pavimentosas bem delimitadas pelas microrredes dos pacamas do grupo
controle e dos animais expostos @ menor concentracdo de 0,21 mg L™ de glifosato (Fig.
5B, 5D). Na maior concentracdo séo verificados varios pontos onde ha o desarranjo das
microrredes, dificultando a visualizacdo do limite das células pavimentosas, que
perderam a sua forma poligonal (Fig. 5F).

Poucas alteragcdes foram observadas pela microscopia ética nas branquias dos
juvenis expostos em concentracéo de 0,21 mg L™ de glifosato (nivel de seguranca para
juvenis de 0,05 g). As branquias analisadas demonstraram baixa frequéncia de
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hiperplasia das lamelas secundarias (Fig. 6C). Os pacamds mantidos na concentracao
determinada como nivel de seguranca para juvenis de 4,0 g (0,42 mg L™), apresentaram
fusdo das lamelas secundérias provocadas pela proliferacdo de células do tecido epitelial
das branquias e destacamento do epitélio lamelar (Fig. 6E). As alteracfes ocasionadas
pelo herbicida em relacdo ao grupo controle sdo vistas com maior detalhamento nas
imagens capturadas em microscépio em maior aumento (20x) (Fig. 6B, 6D, 6F).

Cortes histoldgicos do figado do pacama demonstraram que os hepatdcitos dos
animais do grupo controle (Fig. 7A, 7B) apresentaram-se com arranjo normal, em forma
poligonal e com nucleo central proeminente. Entretanto, peixes do tratamento de 0,21
mg L™ demonstraram alguns dos hepatécitos vacuolizados e com presenca de nicleos
periféricos (Fig. 7D). J&4 os animais expostos a concentracdo de 0,42 mg L™
demonstraram grande quantidade de hepatocitos com vacuolizagdo acentuada e
hepatocitos apresentando nucleos picnéticos (Fig 7F). Estas alteracbes podem ser
notadas claramente quando observadas em aumento de 20x (Fig. 7A, 7C, 7E). Os
valores de DTC calculados para branquia e figado estdo notados na tabela 10.

Tabela 10. Valores médios de DTC (xdesvio padrdo) calculados para branquia e figado de
juvenis (20,0 g) expostos ao glifosato em teste de toxicidade subcronica.

Concentracao de Glifosato (mg L™) DTC - Branquias DTC - Figado
0,00 1,00+1,00a 0,33+0,57a
0,21 2,00+1,00ab 2,66+0,57b
0,42 3,3340,57b 15,00+1,00c

*Letras diferentes, dentro das colunas, indicam diferencas significativas (p <0,05).
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Figura 5. Eletromicrografias de branquias de juvenis (20 g) de Lophiosilurus alexandri
expostos a concentractes subletais de glifosato durante 19 dias. (A-B) Branquia de animais do
grupo controle. (C-D) Brénquias de animais mantidos em concentragdo de 0,21 mg.L™* de
glifosato. (E-F) Branquias de pacamas expostos a concentragdo de 0,42 mg.L™* de glifosato. Os
filamentos branquiais quando observados de maneira panoramica, aparentemente, nédo
demonstram alteragdes (A, C, E — Barras: 26 um). Entretanto, as eletromicrografias captadas
das mesmas amostras em maior aumento (B, D, F — Barras: 6 pum), mostram alteracdes no
arranjo das células pavimentosas (pc) em branquia de animal exposto a maior concentracao de
glifosato (F). Lamelas primarias (pl), lamelas secundarias (sl), células de cloreto (cc), células
pavimentosas (pc). (A, C, E — imagens captadas em aumento de 500x; B, D, F — imagens
captadas em aumento de 2000x).
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Figura 6. Fotomicrografias de branquias de juvenis (20 g) de Lophiosilurus alexandri expostos
a concentragOes subletais de glifosato durante 19 dias. Coloragdo com hematoxilina e eosina.
(A-B) Branquia de animal do grupo controle. (C-D) Branquia de animal submetido a
concentracdo de 0,21 mg L™ de glifosato. (E-F) Branquia de animal mantido em concentracéo
de 0,42 mg L™ (A, C, E) Imagem panoramica dos filamentos branquiais (imagens captadas em
aumento de 10x; barras: 200 um). (B, D, F) Imagens de filamentos captadas em aumento de
20x. Barras 100 um. AlteracBes encontradas: Hiperplasia no &pice das lamelas secundérias
(setas), hiperplasia de lamelas secundarias provocando fusdo lamelar (*), descolamento do
epitélio lamelar (ponta de seta).
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Fig tomicrografias de secdes de cortes do figado de g) de Lophiosilurus
alexandri submetidos ao teste subcrénico de exposicao ao glifosato durante periodo de 19 dias.
Coloracdo com hematoxilina e eosina. (A-B) Tecido hepético do grupo controle - barras: 100
um / 50 um. (C-D) Corte de figado de animais expostos & concentragdo de 0,21 mg L™ de
glifosato. (D) Hepatocitos vacuolizados (v) células com nucleos periféricos (pn) — barras: 100
pum / 50 um. (E-F) Imagens do tecido hepético de animais expostos a concentragdo de 0,42
mg.L™ de glifosato, indicando células vacuolizadas em maior quantidade (cabeca de seta) e
células com nucleos picnoticos (seta) - barras: 100 um / 50 um. (A, C, E — imagens captadas em

aumento de 20x; B, D, F — imagens captadas em aumento de 40x).
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4, DISCUSSAO

A utilizacdo crescente de pesticidas na agricultura é considerada um problema
mundial (Cerejeira et al., 2003; Guilherme et al., 2012). Neste contexto, o glifosato tem
gerado preocupacBes para a preservacdo da biota aquética e para as atividades
aquicolas, visto que ele tem sido amplamente detectado em corpos d’agua (Kolpin et al.,
2006). As dosagens e taxas de aplicacdes de glifosato para o controle ndo seletivo de
plantas infestantes em areas cultivadas variam conforme a formulacdo comercial a ser
aplicada, com a espécie da planta cultivada e com o seu estagio de desenvolvimento. As
dosagens a serem pulverizadas nas regides agricolas geralmente vém descritas na bula
do agrotéxico, podendo variar de 240 até 2400 g/ha para o Roundup® fabricado pela
Monsanto do Brasil. De acordo com Gomes et al. (2014), o glifosato é pulverizado em
campos agricolas sobre as folhagens das plantas, havendo possibilidade de uma parcela
do produto ser depositada na superficie do solo e ser transportado pelo vento para areas
vizinhas. Além disso, o referido herbicida pode atingir os corpos d’agua através da
pulverizacdo direta em culturas proximas a corpos hidricos, bem como pela lixiviacdo e
drenagem ap0s intensas chuvas apés a sua aplicacao (Fiori et al., 2012).

A principal funcdo do glifosato é evitar que a planta produza aminodcidos
aromaticos essenciais, tais como a fenilalanina, triptofano e tirosina (Borggarad e
Gimsing, 2008), ou seja, atua inibindo a enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-
sintase (EPSPs), da via do chiquimato (via do metabolismo secundario presente nas
plantas) (Duke e Powles, 2008) e em algumas espécies de fungos e microrganismos
(Sternensen, 2004; Duke et al., 2012; Helander et al., 2012). Como a referida via é
especifica para plantas e microrganismos, muitos pesquisadores consideram que o
glifosato seja pouco toxico para os animais (Smith e Oehme, 1992; Pelfréne, 2003;
Solomon e Thompson, 2003; Evrard et al., 2010). Além disto, muitos ainda acreditam
que o glifosato seja rapidamente degradado pela atividade microbiana e inativado nos
solos através de uma sorcdo forte entre o glifosato e particulas do solo, sendo
considerado desta forma, ambientalmente seguro (Franz et al., 1997; Giesy et al., 2000;
Busse et al., 2001; Vereecken, 2005; Duke e Powles, 2008; Helander et al., 2012).

De acordo com Helander et al. (2012), a persisténcia e o transporte do glifosato
no solo dependem de alguns fatores, tais como a composicdo do solo, atividade
microbiana e condigdes climaticas. Em outras palavras, microrganismos do solo, apesar

de serem poucos conhecidos, tem sua atividade afetada pela temperatura, umidade e
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acidez, e o glifosato ndo degradado, por sua vez, pode ser inativado por sorcao de
particulas do solo reduzindo o seu transporte na matriz do solo, ou ser lixiviado na sua
forma solUvel. Desta forma, é bastante relativa a afirmacdo de que o glifosato seja
ambientalmente seguro, sendo necessario diversos estudos envolvendo componentes
dos solos e fatores ambientais que contribuem para a ocorréncia da sua biodegradacéo e
inativagéo pelo solo.

Sabe-se que herbicidas possuem grande potencial em causar mudancas drasticas
em comunidades naturais, todavia os efeitos de pesticidas na biota ainda s&o limitados
(Relyea, 2005). Ruiz-Toledo et al. (2014) realizaram coleta de 4gua em corpos de agua
de vinte e trés locais de areas agricolas e areas protegidas no Sul do México em
periodos de estiagem e de chuva, e detectaram a presenca do herbicida glifosato em
todas as amostras. Coupe et al. (2011) também relataram a presenca de glifosato e seu
metabolito AMPA (&cido aminometilfosfonico) em aguas superficiais proximas as areas
agricolas nos Estados Unidos da América. Delmonico et al. (2014) relataram a detec¢do
de glifosato e AMPA em &guas superficiais € em agua para consumo humano mesmo
apos tratamento por empresa de Saneamento no Estado do Parana (Brasil). Levando em
consideracdo que o Brasil possui grande participacdo na atividade agricola, e que
também tem adotado o controle de ervas daninhas via aplicagdo de herbicidas (Braz-
Mota et al., 2015), é de grande importancia o estudo de toxicidade do glifosato para
organismos aquaticos, e seus possiveis efeitos deletérios aos animais.

O presente estudo estimou as CLsy para duas idades nas fases iniciais de
desenvolvimento de L. alexandri, demonstrando que 0s animais mais jovens s&o mais
sensfveis ao glifosato. O uso do herbicida Roundup® nos testes de toxicidade aguda,
contendo o glifosato como ingrediente ativo, nas unidades experimentais induziu
mudancas nos 6rgdos branquiais dos peixes de ambos experimentos e alteracdes no
tecido hepético para os animais de 4,0 g. O teste de toxicidade subcronico, também
demonstrou alteracdes nas branquias e figado, porém em menor grau.

Jiraungkoorskula et al. (2002) avaliaram a toxicidade aguda do glifosato na
formulacéo Roundup® para juvenis de tilapia (O. niloticus) de 1,69+0,31 g e 4,5+0,18
cm; e de 16,87+3,87 g e 9,60+0,91 cm, observando possiveis alteragdes histopatoldgicas
em branquias, figado e rins a cada 24 h de exposicéo ao agente toxico. As CLs, para 24,
48, 72 e 96 h foram estimadas em 17,5, 17,1, 16,9 e 16,8 mg L™ e 46,9, 44,4, 40,0 e
36,8 mg L™, respectivamente. Segundo os autores, os resultados das CLsy também

indicaram que tilapias mais desenvolvidas sdo mais tolerantes ao glifosato. Além disto,



60

foram notadas altera¢@es histologicas em animais ap0s exposicdo de 96 h ao glifosato,
tais como, proliferacdo de células do filamento branquial, hiperplasia de células lamelar,
fusdo lamelar, elevacdo epitelial e aneurisma. No figado, notou-se vacuolizagdo dos
hepatocitos e picnose nuclear, e nos rins, as lesdes verificadas consistiram em dilatacao
do espaco de Bowman e acumulacdo de gotas hialinas nas células epiteliais tubulares.
Todas alteracOes supracitadas foram bastante semelhantes aos resultados obtidos na
histologia de branquias e figado para o pacama.

Em experimento posterior, Jiraungkoorskul et al. (2003) realizaram teste de
toxicidade cronica (3 meses de exposicdo) na formulacdo Roundup® Original com
juvenis de O. niloticus (15-20 g e 8-10 cm), com exposicdo a 5 e 15 mg L%,
consideradas inferiores as concentragBes utilizadas em préaticas agricolas. Os autores
demonstraram por meio de estudo histologico varias alteracBes hepaticas, tais como:
células inchadas, hepatocitos com presenca de vactolos lipidicos, ndcleos picnéticos,
células com infiltracdo de leucdcitos e algumas células com &reas necréticas focais.
Além disso, estudos de bioquimica sanguinea também foram realizados e foi
demonstrado o aumento significativo da atividade de algumas enzimas como: aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (AIT), que
pode estar relacionado a danos hepéticos. Os resultados obtidos no teste de toxicidade
subcrdnica com o pacama também demonstraram a presenca de vacuolos lipidicos, e
ndcleos picndticos no figado dos animais quando expostos a 0,21 e 0,42 mg L™,
respectivamente. No entanto, ndo foi observada necrose no tecido hepético. Areas
necréticas foram observadas somente em animais de 4,0 g submetidos as concentragdes
agudas de glifosato (10,0, 15,0 e 20,0 mg L™).

Gholami-Seyedkolaei et al. (2013) estimaram a CLsp-96h de glifosato
(Roundup®) para carpa comum (Cyprinus carpio), (41,03+0,15 g; 10,12+2,01 cm), em
22,19 mg L. A partir da CLs-96h estimada, os pesquisadores submeteram carpas a 3
concentracdes subletais (3,5; 7,0 e 14 mg L™), valores correspondentes a 15%, 30% e
60% da CLsp-96h, por um periodo de 16 dias. Ao longo do experimento, 0s peixes
foram selecionados para avaliacdo bioquimica e hematoldgica e foram constatadas:
reducdo da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) nos tecidos muscular,
cerebral e hepatico e; aumento das atividades de aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT) e lactato desidrogenase (LDH). Além disto, os
pesquisadores observaram também reducdo significativa na concentracdo de

hemoglobina, no hematdcrito, e na concentracdo de eritrécitos e leucocitos.
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Testes de toxicidade aguda com Roundup® também foram realizados a outras
espécies de peixes e as CLsp-96h estimadas foram: “catfish” Ictalurus punctatus (14,5
mg L) (Abdelghani et al., 1997), “bluegill” Lepomis macrochirus (13,0 mg L™)
(Abdelghani et al., 1997), “piaucu” Leporinus macrocephalus (15,8 mg L™) (Albinati et
al., 2007), “curimbata” Prochilodus lineatus (13,69 mg L™) (Langiano e Martinez,
2008). As CLsp-96h estimadas para juvenis de pacamé, ttm se mostrado inferiores em
relacdo as concentracdes estimadas para outras espécies de peixes estudadas. As
variacdes dos resultados observados para as diferentes espécies de peixes podem estar
relacionadas a diversos fatores, tais como, a especie de peixe testada, fase de
desenvolvimento, tamanho dos animais, manejo recebido, qualidade da &gua e
concentragOes testadas. Contudo, a hipotese de que o pacama possa ser mais sensivel
que as espécies ja mencionadas, ndo pode ser descartada. Para os testes de toxicidade
aguda e cronica de pacama, foram utilizados apenas avaliac@es histoldgicas para indicar
respostas patoldgicas. A histologia aplicada permitiu a observacdo de diversas
alteragBes nas branquias e no figado dos animais expostos ao herbicida, todavia, testes
envolvendo outros tipos de biomarcadores poderdo ser estudados futuramente para uma
melhor avaliacdo da resposta de L. alexandri frente a este contaminante. De acordo com
Volpato (2014) avaliagdes comportamentais contribuem para o melhor entendimento do
bem-estar dos peixes. Os testes de toxicidade aplicados para L. alexandri demonstraram
animais com baixa mobilidade ao longo do experimento nos tratamentos contendo o
glifosato. De acordo com 0 mesmo autor, peixes expostos a substancias alarmes podem
provocar reagdes de fuga e imobilidade por periodos longos.

O experimento de exposi¢cdo subcronica de pacamds ao glifosato, permitiu a
observacdo de algumas alteracBes nas branquias e no tecido hepatico por meio de
microscopia Otica. As alteracGes mais frequentes observadas nas branquias foram
hiperplasia do tecido lamelar e descolamento da membrana lamelar. As imagens de
tecido hepatico demonstraram o inchago dos hepatocitos, células com nucleos
periféricos na menor concentracdo testada (0,21 mg L™7), hepatécitos bastante
vacuolizados e presenca de nlcleos condensados na maior concentragdo testada (0,42
mg L™). O principio de um microscépio eletrénico de varredura consiste em utilizar
feixes de elétrons para explorar a superficie das amostras, ponto a ponto, para obtencéo
de imagens de alta resolugdo, com aspecto tridimensional, fornecendo informagdes
sobre a sua morfologia (Dedavid et al., 2007). A microscopia eletrénica de varredura

aplicada demonstrou a deformacgdo das microrredes da superficie epitelial em animais
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da concentracéo de 0,42 mg L™ e alteracdo da forma das células pavimentosas. Estas
alteracOes da superficie epitelial também foram relatadas por Cardoso et al. (1996), que
realizaram testes de toxicidade em pacama, porém com outro agente contaminante. A
mortalidade dos animais no 19° dia de experimento, e a presenca de animais letargicos
nos grupos experimentais podem estar relacionadas com alteragdes fisiologicas ja
relatadas para outras espécies, como por exemplo, alteracbes histoldgicas de 6rgdos
vitais e a reducdo da atividade de acetilcolinesterase, enzima importante para o pleno
funcionamento de impulsos nervosos. A inibicdo da acetilcolinesterase € considerada
perigosa para peixes, principalmente por afetar a atividade natatdria, comprometendo a
alimentacdo e a fuga de seus predadores (Balint et al., 1995; Guiloski et al., 2010). O
grau de alteracédo do tecido calculado (DTC) demonstrou que as alteracGes observadas
nas branquias dos animais expostos ao Roundup® no teste subcrdnico, néo
prejudicaram o funcionamento normal do 6rgdo (DTC < 10). Entretanto, o DTC
calculado para animais expostos & concentracéo de 0,42 mg L™, indica lesdes hepéticas
(11 < DTC < 20).

Braz Mota et al. (2015) relataram alteracdes branquiais em tambaqui Colossoma
macropomum (34,16+1,84 g; 10,98+0,21 cm) expostos a concentracdes subletais (10 e
15 mg L) de glifosato. Embora a exposic&o ao agente téxico tenha sido de apenas 96
horas e as concentracGes escolhidas pelos pesquisadores corresponderem a 50% e 80%
da CLso-96h estimada anteriormente em 19,94 mg L™ por Miyazaki et al. (2004), foi
possivel observar por meio de estudo histopatologico, a presenca de hiperplasia e
hipertrofia do epitélio filamentoso, elevagdo do epitélio lamelar, aneurisma, ruptura do
epitélio e proliferacdo das células de cloreto. De acordo com Braz-Mota et al. (2015),
apesar das alteracdes verificadas, ndo houve mortalidade dos animais durante todo o
periodo de exposicdo ao Roundup®.

As branquias, na maioria das espécies de peixes, sdo o0 6rgdo principal para o
processo de trocas gasosas. A respiragdo branquial ocorre por meio de difuséo, onde o
oxigénio dissolvido no ambiente entra em contato com as lamelas branquiais dos peixes
através de um sistema contracorrente (Fernandes e Moron, 2014; Cruz e Fernandes,
2016). As branguias possuem uma grande superficie de tecido epitelial altamente
vascularizado, que facilita 0 processo de troca gasosa entre 0 sangue e a agua. Este
orgao também exerce outras fungdes fundamentais, como regulacdo de pH do fluido

corporal, excrecdo de residuos nitrogenados e osmorregulacéo (Evans et al., 2005).
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O epitelio branquial é composto por diversas celulas, mas consiste basicamente
em células de cloreto ou células ricas em mitocondrias (MRC) e células pavimentosas.
Cerca de 90% das células do epitélio branquial que fazem contato com a agua sdo
células pavimentosas (Wilson e Laurent, 2002; Evans et al., 2005). As células
pavimentosas do epitélio lamelar formam arranjos elaborados, formados pelas
microrredes, que podem variar de formato entre as espécies de peixes (Evans et al.,
2005). As microrredes podem facilitar o processo de difusdo dos gases entre a agua e o
sangue, podendo contribuir também para adesdo de muco produzido pelas células
mucosas. O muco nas branquias pode servir de protecdo das branquias a fatores
externos (Carmona et al., 2004). As alteracbes das microrredes verificadas na maior
concentragdo de glifosato em animais do teste subcrénico com pacamé pode ter
prejudicado o processo de troca gasosa, e possivelmente, ter causado a mortalidade dos
animais por asfixia. As células de cloreto, por sua vez, sao responsaveis pela secre¢do e
absorcdo ibnica, além de estarem envolvidas também na regulacdo &cido-base e
captacdo de Ca**. A membrana apical das células de cloreto est4 localizada na fronteira
das células epiteliais pavimentosas (Kaneko et al., 2008). A membrana apical das
células de cloreto podem apresentar microvilosidades, possuindo forma de esponja ou
lisa. Entretanto, para algumas espécies de peixes, as células de cloreto podem estar
enterradas no epitélio (Becker e Baldisseroto, 2014).

Conforme Inokuchi et al. (2009), peixes de agua doce possuem membrana apical
das células de cloreto ligeiramente saliente e peixes de agua salina possuem as células
de cloreto aprofundadas ao epitélio. No caso do pacamd, as células de cloreto
apresentaram-se aprofundadas, entre as células pavimentosas do epitélio das branquias,
observadas na microscopia eletronica de varredura. Inokuchi et al. (2009) ainda
ressaltam que estas células podem alterar sua morfologia, principalmente quando o0s
animais sdo expostos a ambientes com salinidade alterada. O Roundup® utilizado no
teste de toxicidade para o pacamé, apesar de conter um sal em sua composi¢édo (sal de
isopropilamina de glifosato), ndo causou alteracdo da qualidade de &gua para o teste
subcrénico. Portanto, podemos sugerir que a caracteristica das células de cloreto para o
pacamd, se difere da maioria dos peixes de agua doce, visto que todos 0s animais
observados, incluindo do grupo controle, apresentaram a membrana apical aprofundada.

As alteragdes histoldgicas frequentes verificadas em branquias de pacamas nos
testes de toxicidade aguda, como hiperplasia, fusdo das lamelas secundarias, e

desprendimento do epitélio lamelar com edema intersticial, podem ser consideradas
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como uma resposta defensiva do animal frente ao estresse do meio. Segundo Abalaka et
al. (2015), as referidas alteragdes aumentam a distancia do sangue do animal e do
ambiente externo, servindo como uma barreira para a entrada de agentes tdxicos.
Entretanto, alteracbes descontroladas podem resultar em perda da eficiéncia
morfoldgica e funcional das branquias, provocando disturbios de trocas gasosa e idnicas
(Ramirez-Duarte et al., 2008; Abalaka et al., 2015; Braz-Mota et al., 2015).

O segundo teste de toxicidade aguda aplicado neste estudo, utilizando juvenis
maiores de pacama, demonstrou hipertrofia da célula de cloreto em alguns dos animais
expostos ao Roundup®. Alguns autores acreditam que a hipertrofia dessas células possa
estar relacionada com a exposicdo a pesticidas aquosos, bem como uma resposta do
peixe exposto ao ambiente com a salinidade alterada. Pode-se inferir que essas
alteracdes celulares possam ter provocado um desequilibrio na regulacdo osmética dos
animais (Karnaky et al., 1976; Foskett et al., 1981; Mazon et al., 2002; Fanta et al.,
2003; Costa et al., 2009). O DTC calculado para branquias de pacamas (0,05 g) no
primeiro teste de toxicidade aguda, indica que houve ligeira alteracdo no tecido
branquial na maior concentracio de glifosato testada de 5 mg L™ (11 < DTC < 20), n&o
indicando alteracGes danosas para os animais mantidos nos demais tratamentos (DTC <
10). J& no segundo teste de toxicidade aguda para pacamds com juvenis de
aproximadamente 4,0 g, o DTC calculado demonstrou danos ligeiros (11 < DTC < 20)
no tecido branquial dos animais expostos as concentracdes de 6,0, 10,0 e 15 mg L™ de
glifosato, e lesGes moderadas (21 < DTC < 50) nos animais mantidos na concentracdo
de 20 mg L™.

Em relacdo as alteragcBes hepaticas verificadas em L. alexandri expostos ao
Roundup®, o acimulo de lipidios no interior das células hepaticas, processo nomeado
como esteatose, foi uma das alteracdos mais frequentes observadas.

De acordo com Van der Oost et al. (2003), existem duas formas principais para a
eliminacdo de um agente quimico no organismo, que podem ocorrer através da excrecdo
na sua forma original, ou pela biotransformac&o e, neste caso, 0 6rgdo que estd mais
comumente envolvido na biotransformacdo é o figado. O figado é um dos 6rgdos que
sdo mais afetados por contaminantes presentes na agua, servindo como um importante
biomarcador (Rodrigues e Fanta, 1998; Dane et al., 2014). Segundo Hued et al. (2012),
quando os compostos toxicos excedem o nivel de desintoxicacdo do figado, altas

concentragfes de um toéxico induzem a atividade do biotransformador hepatico e
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provocam modificacdo da estrutura hepatica normal. Muitas alteracdes persistem
mesmo apos a exposicao a um toxico ter cessado (Van der Oost et al., 2003).

Conforme Braunbeck et al. (1989), alteracGes do tamanho e da forma do nucleo
dos hepatocitos, podem ser sinais de aumento de atividade metabdlica, podendo ser de
origem patoldgica. Para Takashima e Hibya (1995), tanto o aumento do volume celular
quanto nuclear de hepatdcitos indicam a ativacao das funcdes hepéticas frente ao agente
estressor. A intensificacdo da atividade metébolica em alguns casos nao interferem no
desempenho hepatico. Todavia, alteracdes elevadas, como a degeneragéo citoplasmatica
e nuclear, respresentam lesGes graves, uma vez que € reduzida a area do tecido
metabolicamente ativo (Figueredo-Fernandes et al., 2007).

De acordo com Carmago e Martinez (2007), vactolos no citoplasma dos
hepatocitos podem conter glicogénio e lipideos, que estdo relacionados com a funcdo
metabolica normal do figado. Contudo, vacuolizacdo aumentada sugere um processo
degenerativo e danos metabdlicos, possivelmente relacionados a exposicdo a agua
contaminada (Pacheco e Santos, 2002).

A presenca de nucleos picnoéticos nos hepatdcitos deve-se a dissociacdo de
acidos nucleicos e nucleoproteinas, que podem induzir a morte celular (Dos-Santos et
al.,, 2016). Ja as alteragBes degenerativas, como necrose, devem receber maior
importancia visto que sdo consideradas efeito direto de compostos tdxicos, sendo
geralmente irreversiveis. Sua progressao e persisténcia pode levar a perda parcial ou
total da funcdo organica. A maioria das alteracdes proliferativas pode ndo ser reversivel
conforme a gravidade e extensédo da alteragdo (Agamy, 2012). O DTC calculado para o
figado de pacamas (4,0 g) do segundo teste de toxicidade aguda demonstraram valores
que representam lesbes graves para 0s animais mantidos nas concentracfes de 10,0 e
15,0 mg L™ (51 < DTC < 100) e lesdes graves irreversiveis no tecido hepatico dos
animais mantidos na concentracéo de 20 mg L™ (DTC > 100).

Segundo Costa et al. (2009), uma das maiores dificuldades dos estudos
histopatoldgicos em peixes relaciona-se com a falta de especificidade das lesbes e
alteracdes em relagdo a um contaminante ou classe de contaminantes, o que prejudica
significativamente a avaliacdo de causa-efeito quando varios toxicos estdo envolvidos.
Sabe-se que a maioria das formulacdes comerciais de glifosato contém o surfactante
polioxietilenoamina (POEA), que para alguns autores, sdo considerados mais toxicos

aos peixes do que o proprio glifosato (Giesy et al., 2000; Shiogiri et al., 2012). Muitas
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vezes, 0s surfactantes e sua quantidade ndo sdo descritos nos rotulos das formulacdes
comerciais, sendo descritas apenas como “ingredientes inertes”.

Tendo em vista que o estudo de glifosato na formulacdo Roundup® realizado
com o pacama promoveu alteracfes patologicas e que o glifosato pode atingir aguas
superficiais contaminando o ambiente aquatico, vale ressaltar que maiores estudos de
toxicidade envolvendo organismos aquaticos devem ser realizados. Além disto, a
aplicabilidade do herbicida, local de aplicacdo e a legislagdo sobre o seu uso em
diversos paises devem ser melhor avaliadas, pois além deste contaminante promover
mortalidade e prejudicar o bem-estar animal em baixas concentracdes, o glifosato pode
também contribuir para reducdo de populagdes em risco de extin¢do, como no caso da
espécie estudada L. alexandri.

A CLs, mensurada para juvenis de 0,05 g (2,71 mg L™ de glifosato), demonstrou
gue uma concentracdo baixa de glifosato foi capaz de causar a mortalidade de 50% dos
animais. No entanto, o grau de alteracdo do tecido branquial calculado (DTC) mostrou
lesBes ligeiras no tecido na maior concentragdo testada (tratamento de 5,0 mg L™ de
glifosato).

A CLsp mensurada para juvenis de pacama (4,0 g) no segundo teste de
toxicidade aguda demonstrou que a concentragdo estimada de 4,21 mg L™ foi
responsavel pela mortalidade de 50% dos animais em experimento. O grau de alteracdo
tecidual (DTC) calculado para os animais avaliados, demonstrou lesdes ligeiras para
branquias dos animais expostos as concentraces de 6,0, 10,0, e 15,0 mg L™, e lesdes
moderadas para animais expostos a concentracdo de 20,0 mg L™. No entanto, o0 DTC
calculado para o figado, mostrou que nas concentraces de 10,0 e 15,0 mg L™ houve a
presenca de lesdes graves e na concentracdo de 20,0 mg.L™, os animais apresentaram
lesGes irreversiveis, prejudicando o bom funcionamento do érgéao.

No teste de toxicidade subcronico, o glifosato mesmo nas concentragdes de 0,21
mg L* e 0,42 mg L causou letargia nos animais tornando alguns exemplares
moribundos e mortalidade de 25% dos animais expostos a maior concentracdo em 19
dias de experimento. Todavia, 0 DTC calculado para as branquias dos animais, mostrou
que ndo houve alteragcbes danosas nos tecidos avaliados, indicando o seu bom
funcionamento. Porém, o DTC calculado para o figado no tratamento de maior
concentracdo indicou lesGes teciduais. O objetivo dos testes subletais é determinar a
natureza do estresse, ou o efeito de poluentes, que podem causar alteragdes sutis ao

organismo-teste, tais como alteragdes bioquimicas e fisiologicas (Moraes et al., 2001).
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Sprague (1971), a partir de estudos envolvendo medicdo de toxicidade de poluentes,
definiu um fator de aplicacdo de 0,1, a partir da CLso-96h mensurada para o organismo-
teste, onde os valores estimados sdo considerados niveis de seguranca. De acordo com o
mesmo autor, o nivel de seguranca é uma concentracdo presumivelmente inofensiva e,
se respeitada, tenderia a reducdo da perda de organismos em funcdo de um determinado
toxico. No entanto, podemos afirmar que os niveis de seguranca testados para o pacama
gerou danos e mortalidade aos animais.

A legislacdo brasileira estabelece o limite maximo aceitavel de 0,65 pg L™ de
glifosato para aguas doces destinadas a protecfes de comunidades aquaticas e para
atividades de aquicultura e pesca (Brasil, 2005). O valor estabelecido pela legislacédo
vigente esta bem aquém dos niveis de seguranga mensurados neste experimento para L.
alexandri, o que é favoravel para a preservacdo da espécie. Todavia, devido ao grande
uso de Roundup® em regides agricolas, acredita-se que este valor possa ser ultrapassado

em regides pontuais de fontes de contaminacao.

5. CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos nos testes de toxicidade aguda de glifosato
(Roundup®) realizados em juvenis de L. alexandri, podemos concluir que o pacama é
sensivel ao herbicida em relacdo as outras espécies de peixes estudadas. Além disso, a
exposicdo cronica de pacamas em concentracGes subletais provocou mortalidade de
alguns animais e letargia nos animais sobreviventes. O estudo histologico aplicado neste
experimento para os 6rgdos de importancia vital (figado e branquias) demonstrou
alteracdes teciduais causadas pelo glifosato, que corroboraram com as alteracdes
relatadas na literatura envolvendo testes de toxicidade com a mesma formulacdo
comercial. Desta forma, considera-se preocupante a exposicdo de L. alexandri ao
glifosato e a contaminacdo deste herbicida em ambientes aquaticos. Além disso,
podemos afirmar que € de grande importancia a realizacdo de testes de toxicidade
subcronica empregando-se concentragdes subletais (obtidas a partir dos testes de
toxicidade aguda), pois estas concentragOes de poluentes mesmo sendo definidas como

“niveis de seguranca” podem nao ser, de fato, seguras para a espécie testada.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os herbicidas estdo entre os pesticidas mais utilizados e a formula¢édo comercial
Roundup®, que contém o glifosato como ingrediente ativo, tem sido empregada no
campo cada vez mais, gerando preocupacfes quanto aos riscos de contaminagdo
ambiental.

Por meio dos estudos de toxicidade realizados em juvenis de pacama, podemos
sugerir que o glifosato é potencialmente tdxico para L. alexandri, visto que
concentracdes baixas de glifosato provocaram mortalidade dos animais expostos aos
testes de toxicidade aguda, além de alteracBes histoldgicas. O teste de toxicidade
subcrbnica, apesar de ndo ter provocado danos teciduais severos, apresentou
mortalidade de animais e peixes aparentemente moribundos em concentracdo bem baixa
de glifosato. Desta forma, podemos considerar preocupante possiveis contaminagdes
deste herbicida em corpos aquéticos, principalmente em ambientes povoados por L.
alexandri.

Sabe-se que os animais aquaticos sao sensiveis a alteracdes do ambiente e que
efeitos de xenobidticos podem ser evidentes em nivel tecidual e celular, comportamental
e aparente, prejudicando a salde, desempenho e bem-estar animal. Sugerimos, portanto,
que a escolha do local para praticas de aquacultura e captacdo de agua para sistemas de

producdo devem ser bem estudadas a fim de evitar futuras complicaces.



