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RESUMO

No oeste do estado de Santa Catarina, a agricultura é a atividade econémica
predominante, visando a producédo de milho, soja e produtos destinados a pecuaria.
Para manter tais produgdes, este setor utiliza intensamente insumos quimicos, como
fertilizantes e agrotéxicos, causando poluicdo nos ecossistemas. Dentre os residuos
quimicos, os agrotoxicos sd&o os mais toxicos, constituidos por uma grande
variedade de compostos, que afetam os organismos animais e vegetais. Este estudo
objetivou avaliar a toxicidade do herbicida glifosato na concentragdo de 65 ug/L e o
dobro desta concentragdo 120 ug/L, nos ovarios do peixe Danio rerio. Os peixes
permaneceram expostos as concentragdes do herbicida glifosato por 15 dias para o
célculo do indice Gonadossomatico (IGS) e massa corporal. Para o teste de
micronucleos os peixes ficaram expostos por 3 dias as diferentes concentragcdes de
glifosato. Nao houve diferencga estatistica significativa na massa corporal dos grupos
experimentais avaliados. Houve diferenga estatistica significativa (p<0,05) na massa
dos ovarios do grupo controle quando comparado com 0s grupos expostos a
diferentes concentracbes de glifosato. Em relacdo ao IGS houve diferenca
significativa entre as diferentes concentragbes de glifosato e também em relagéo ao
grupo controle. Porém a concentragao de 120 pg/L apresentou maior diferenga em
relagdo a concentracdo de 65 pg/L (p<0,05). A frequéncia de micronucleos e IGS
dos peixes expostos ao glifosato, em ambas as concentragbes, foram
estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle. Portanto concluiu-se
que o glifosato tem um potencial genotéxico em ambas as concentragdes e pode
causar danos a reproducgao dos peixes.
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Toxicidade celular do herbicida glifosato sobre os ovarios do peixe Danio rerio

GLYPHOSATE CELL TOXICITY OF THE FISH OVARIANS Danio rerio

ABSTRACT

The west of the state of Santa Catarina, agriculture is the predominant economic
activity, aiming at the production of corn, soybeans and products destined to
livestock. In order to maintain such production, this sector uses intensive chemical
inputs, such as fertilizers and agrochemicals, causing pollution in ecosystems.
Among chemical residues, pesticides are the most toxic, consisting of a wide variety
of compounds, which affect animal and plant organisms. The objective of this study
was to evaluate the toxicity of the glyphosate herbicide at 65 pg / L and twice the
concentration of 120 pg / L in the ovaries of the Danio rerio fish. The fish were
exposed to concentrations of the glyphosate herbicide for 15 days to calculate the
Gonadosomatic Index (GSI) and body mass. For the micronucleus test the fish were
exposed for 3 days at different concentrations of glyphosate. There was no
significant statistical difference in the body mass of the experimental groups
evaluated. There was a statistically significant difference (p <0.05) in the ovarian
mass of the control group when compared to the groups exposed to different
concentrations of glyphosate. In relation to the GSI there was a significant difference
between the different concentrations of glyphosate and also in relation to the control
group. However, the concentration of 120 ug / L presented a greater difference in
relation to the concentration of 65 ug / L (p <0.05). The frequency of micronuclei and
GSI of the fish exposed to glyphosate in both concentrations were statistically
significant in relation to the control group. In conclusion, glyphosate has a genotoxic
potential at both concentrations and may cause damage to fish reproduction.

Keywords: Pollution. Micronuclei. Genotoxic. Concentrations.

1 INTRODUCAO

No oeste do estado de Santa Catarina, a agricultura é a atividade econémica
predominante, visando a produgcdo de milho e soja, produtos destinados
principalmente a pecuaria e a criagdo de suinos e aves. A economia do municipio de
Concoérdia tem por base a agroindustria, predominando a suinocultura, avicultura,
pecuaria de leite, culturas agricolas e industria alimenticia (SANTA CATARINA.
SECRETARIA DE ESTADO DO DESENVOLVIMENTO URBANO E MEIO
AMBIENTE, 1997).

Para manter tais producgdes, este setor utiliza intensamente insumos
quimicos, como fertilizantes e agrotoxicos, causando grande poluicdo nos
ecossistemas (PIGNATI et al., 2017).

Por esta razdo, nas Uultimas décadas houve um aumento no uso de
agrotoxicos na regiao, resultando em um comprometimento da fauna e da flora, que
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pode levar a alteragbes significativas na biologia das espécies. Sendo importante
salientar que, em longo prazo, a contaminacdo dos ambientes aquaticos pode
culminar na diminuigéo das populagdes (FONSECA, 2007).

Também € necessario considerar as concentracbes nao letais dos
agrotoxicos, cujos efeitos silenciosos, podem afetar tanto a morfologia, fisiologia e
bioquimica dos tecidos organicos, provocando impactos em varios niveis
moleculares e sistémicos (BEGUM, 2004).

Os agrotoxicos possuem a capacidade de atingir os corpos d'agua, através do
lencol freatico por meio da lixiviagdo, da infiltracdo da agua das chuvas, da irrigacéao
ou da percolagao no solo (SCHUMACHER; HOPPE, 1998; GRISOLIA, 2005).

Por isso, a necessidade de se detectar e avaliar o impacto do glifosato,
especialmente em concentragcdes subletais, no monitoramento da qualidade
ambiental, levou ao estudo de respostas biolégicas em diversas espécies, como
equinodermas, moluscos, crustaceos e peixes (GOLDFARB et al., 1998).

De um modo geral, as respostas moleculares e celulares apontam para os
sinais iniciais de perturbacio, de forma que tais avaliacbes vém sendo comumente
utilizadas em programas de biomonitoramento (CAJARAVILLE et al., 2000; NIGRO
et al., 2006). Bem como, a avaliagéo celular dos efeitos subletais causados por um
estressor contribui para a caracterizagdo precoce de efeitos mais severos que
podem manifestar doengas ou até mesmo a morte (MONSERRAT et al., 2003).

Portanto, o uso de peixes em estudos toxicologicos tem se mostrado muito
apropriado, pois este grupo apresenta respostas biolégicas bastante similares aos
grandes vertebrados, reforcando o carater conservativo dos processos moleculares
e celulares na escala animal (AL-SABTI, 1986; METCALFE, 1989).

A espécie D. rerio, conhecida popularmente como paulistinha ou zebra fish
tem sido utilizada em diversos estudos envolvendo exposigdo a agentes toxicos,
pois apresenta sensibilidade quando exposto a produtos quimicos por ser capaz de
absorver de forma rapida os compostos que sao diretamente adicionados na agua e
acumula-los em diferentes tecidos. Estudos dao suporte ao uso de D. rerio como
modelo experimental na avaliacdo dos efeitos subletais de toxicidade do herbicida
glifosato sobre os ovarios, no que tange a biologia reprodutiva desse peixe
(ANDRADE, 2004).

Desta forma, considerando que a contaminacdo dos ambientes aquaticos por
agrotoxicos na regido do municipio de Concoérdia € uma realidade preocupante, e
que os peixes sao alvos diretos desta contaminacdo, torna-se imprescindivel a
realizacdo de estudos direcionados a avaliagao da toxicidade celular do glifosato no
peixe da espécie Danio rerio.

Neste contexto, o presente estudo teve o objetivo de avaliar a toxicidade do
herbicida glifosato na concentragdo de 65 ug/L e o dobro desta concentragéo 120
Mg/L, nos ovarios do peixe Danio rerio.
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2 METODOLOGIA

Para o estudo foram utilizadas 21 fémeas adultas de D. rerio (Figura 1). A
aclimatacao das fémeas foi realizada em aquarios com capacidade de 40 litros,
contendo agua corrente declorada por um periodo de 7 dias. Os peixes foram
alocados na propor¢ao de 1 g de peixe por litro.

Os peixes permaneceram expostos as concentragdes do herbicida glifosato
por 15 dias para o célculo do indice Gonadossomatico (IGS) e massa corporal. Para
o teste de micronucleos os peixes ficaram expostos por 3 dias as diferentes
concentragdes de glifosato

Durante o periodo de exposi¢cdo a temperatura se manteve na meédia de
27,5°C (Desvio padréo de = 0,3), pH 7,6 (Desvio padrédo de = 1), e fotoperiodo
natural, consideradas condicdes ideais para o bem estar e manutenc¢ao de D. rerio
em aquario. Os parametros de qualidade da agua, como pH e temperatura, foram
monitorados semanalmente e os peixes foram alimentados diariamente com racgao
comercial para peixe.

Figura 1 — Peixe fémea de Danio rerio.

Fonte: Dados da pesquisa (2018).

Apos a aclimatagdo, as fémeas foram expostas em duas concentragdes de
glifosato diluido na agua dos aquarios, mantendo as mesmas condi¢des de
temperatura, pH, fotoperiodo e alimentagdo, como no periodo de aclimatacao.

Para contemplar os objetivos foram constituidos 3 grupos experimentais:

Grupo 1: Fémeas (n=7) expostas a concentragcdo de 65 ug/L de glifosato
diluido em agua, concentragdo maxima permitida pelo CONAMA em rios brasileiros;

Grupo 2: Fémeas (n=7) expostas a concentragdo de 120 ug/L de glifosato
diluido em agua, concentragao liberada nos Estados Unidos;
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Grupo 3: Fémeas (n=7) nao expostas ao glifosato.

Ap06s o periodo de exposigao por 15 dias, foi realizada a eutanasia dos peixes
de cada grupo utilizando o hidrocloreto de benzocaina na concentragao de 100 mg/L
de agua, conforme estudo realizado por Bittencourt et al. (2012).

ApOs anestesia, os peixes foram mantidos em agua a 4°C, por 5-10 minutos.
Em seguida foram obtidos os dados biométricos através das medidas peso (g) e de
comprimento total (cm) dos peixes, esta ultima obtida pela distédncia entre a
extremidade final da nadadeira caudal até a extremidade anterior da cabeca.

Na sequéncia, foi realizada a coleta de sangue, com auxilio de seringa
previamente heparinizada em quantidade suficiente para dois esfregagos. Com base
nestas amostragens, foi possivel realizar um estudo de genotoxicidade através da
frequéncia de micronucleos nas hemacias dos peixes coletados, conforme
metodologia de Cestari et al. (2004).

As laminas foram processadas no laboratorio de Analise Ambiental da UnC-
Concoérdia, para secagem, fixagao, coloracdo e analise. A secagem das laminas foi
realizada por no minimo 12 horas, em temperatura ambiente e posi¢gado horizontal.
As laminas secas foram fixadas em alcool metilico por 10 minutos e secadas ao ar
em temperatura ambiente por alguns minutos. Em seguida, foram coradas com
Giemsa 5%, por 25 minutos. Apds a coloracao, as laminas foram lavadas em agua
destilada e secas ao ar. Foram visualizadas 6 laminas de cada grupo contando um
total de 2.000 eritrocitos por laminas.

Os ovarios foram dissecados, pesados (mg) e calculado o IGS. O IGS foi
obtido através da relagao entre a massa corporal (MC) e a massa da gonada (MG)
de cada fémea, utilizando-se a férmula: 1IGS = (MG/MC) x 100. O IGS foi utilizado
como parametro para caracterizar as fases de maturagao ovariana e inferir sobre os
possiveis efeitos do glifosato nas fémeas expostas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 MASSA DAS GONADAS

A massa das gbnadas das fémeas expostas as concentragdes de glifosato
variou de 0,013mg a 0,025mg. As fémeas do grupo controle apresentaram massa
gonadal significativamente menor quando comparadas as fémeas que foram
expostas a diferentes concentracdes de glifosato (One-Way ANOVA, P<0,05)
(Gréfico 1).
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Grafico 1 — Massa das gonadas das fémeas D. rerio expostas aos tratamentos (x Desvio Padrao).
Letras diferentes entre os tratamentos indicam diferencgas estatisticas (Teste One-Way Anova,
p<0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa (2018).

Os dados apresentados mostram que houve diferenga significativa entre a
massa dos ovarios dos peixes expostos a diferentes concentragcées de glifosato
quando comparado com o grupo controle (One-Way Anova, p<0,05), porém quando
comparadas ambas concentragdes ndo foram observadas diferengas significativas
(One-Way Anova, p<0,45).

Segundo Nezzi (2015) quando comparado o peso dos testiculos de peixes
D.rerio, foi observado um aumento significativo no peso dos testiculos de machos
expostos a concentragdo de 65 ug/L de glifosato em comparagdo com o grupo
controle, resultado também constatado por Armiliato et al. (2014) que observaram
um aumento significativo no peso das gbnadas em fémeas de peixes D.rerio
expostas a mesma concentragao de glifosato.

Em estudo realizado por Silva, Barp e Armiliato (2017) as fémeas de peixes
D. rerio, expostas a concentragdo de 65 ug/L de glifosato apresentaram massa
corporal significativamente maior do que a das fémeas mantidas em condi¢des
controle.

Os estudos apresentados confirmam os resultados da presente pesquisa, que
o glifosato induziu aumentos significativos das massas das gbnadas, causando
elevacdo no peso, podendo estar associado a maturagido precoce das gbnadas,
tendo em vista que as células germinativas estdo dando resposta em relagéo as
concentracdes de glifosato, podendo causar diversos problemas no ciclo reprodutivo
dos peixes.
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3.2 INDICE GONADOSSOMATICO

As médias obtidas para o teste do IGS foram as seguintes, 3,11 (desvio
padrao de + 1,3) para o controle, 3,15 (desvio padréo de + 2,2) para a concentragao
de 65 ug/L e 4,84 desvio (padrao de +1) para a concentracado de 120 ug/L (Grafico
2).

Gréfico 2 — indice Gonadossomatico das fémeas de D. rerio expostas aos tratamentos (+ Desvio
Padréo). Letras diferentes entre os tratamentos indicam diferengas estatisticas (One-Way Anova,
p<0,05).
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Fonte: Pesquisa (2018).

Os dados referentes ao IGS demonstraram que houve diferenca significativa
entre as concentragdes de glifosato, bem como em relagdo ao grupo controle. Sendo
que o IGS da concentragao de 120 ug/L apresentou maior diferenca em relagao ao
IGS da concentragao de 65 ug/L, (p<0,03).

Segundo Armiliato et al. (2014) a média do IGS das fémeas de D. rerio
expostas a 65 ug/L de glifosato apresentou aumentos quando comparadas com as
fémeas nao expostas ao herbicida.

Estes dados também se confirmam na pesquisa realizada por Silva, Barp e
Armiliato (2017) quando avaliado a média do IGS de fémeas adultas de D. rerio
expostas a concentragdo de 65 pg/L de glifosato em comparagdo com as fémeas
nao expostas ao herbicida (controle). Os resultados indicam que a média do IGS das
fémeas expostas foi significativamente maior. O aumento do IGS é resultante do
aumento da expressao de proteinas envolvidas na biossintese de hormoénios
esterbéides e do sistema enddocrino reprodutivo (hipotalamo-hipéfise-gonadal)
(ARMILIATO et al., 2014).

Conforme relatado neste estudo, verificou-se que o glifosato induziu em
aumentos significativos no IGS, devido possiveis alteracbes ocorridas na secrecao
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de hormodnios esteroides pelos 6rgaos reprodutivos, o que induziu a maturagao
precoce das gbnadas e consequentemente a elevagéo no IGS.

3.3 MICRONUCLEOS

Em relagao a incidéncia de micronucleos nos eritrocitos dos peixes expostos,
obteve-se a média de 9,25 (desvio padrao de £ 0,4) no grupo controle, 17,16 (desvio
padrdo de * 0,7) na concentragao de 65 pg/L e 30,91 (desvio padrao de + 0,7) na
concentragéo de 120 pg/L (Grafico 3).

Grafico 3 — Incidéncia de micronucleos nos eritrécitos de peixes D.rerio expostos aos tratamentos (+
Desvio Padrao). Letras diferentes entre os tratamentos indicam diferengas estatisticas (One-Way
Anova, <0,05).
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Fonte: Pesquisa (2018).

Os dados apresentados demonstram que a maior concentragéo de glifosato,
levou a um aumento na formagdao de micronucleos. Sendo observado que a
ocorréncia de micronucleos foi significativamente maior na concentragédo de 120
Mg/L em comparagao com a concentragao de 65 ug/L (One-Way Anova, p<0,05),
sendo possivel visualizar em alguns casos a formacdo de dois micronucleos por
eritrocitos (Figura 2).
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Figura 2 — Eritrécitos normais sem presencga de micronucleos (a), eritrocitos com presenca de
micronucleo da concentragao de 65 pg/L (b) e eritrécitos com presenga de até dois micronucleos por
eritrocitos da concentragéo de 120 pg/L (c).

Fonte: Dados da pesquisa (2018).

Quando comparada a frequéncia de micronucleos dos grupos expostos a 120
Mg/L e 65 pg/L do herbicida, ambas foram estatisticamente significativas em relagéao
ao grupo controle.

Com base nesses resultados, observou-se que o glifosato induziu a formacgéao
de micronucleos mesmo na concentracdo permitida pelo CONAMA (65 pg/L).
Resultados estes também observados por Nezzi (2015) ao qual, demonstrou que o
glifosato na concentracdo maxima permitida pelo CONAMA de 65 ug/L, induziu num
aumento significativo na frequéncia de micronucleos em células sanguineas das
branquias de machos de D.rerio apos 360 h de exposig¢ao.

Contudo, os resultados do presente estudo demonstraram que os peixes que
permaneceram em exposicdo a maior concentracdo de herbicida (120 pg/L)
apresentaram aumentos significativos na frequéncia de eritrécitos micronucleados,
demonstrando que o potencial genotoxico do glifosato pode aumentar em diferentes
concentragdes.

Estudos realizados por Ghisi, Oliveira e Prioli (2016) comparando diversas
concentragdes de glifosato em peixes, camundongos e crocodilos, demonstraram
que quanto mais altas forem as concentragdes de glifosato maiores serdo os
aumentos na formagdo de micronucleos, mas com o decorrer do tempo de
exposicao, a formacdo de micronucleos diminuiu. Isso pode ser explicado pela
adaptacdo de mecanismos de desintoxicacdo e metabolizagdo de xenobidticos e
reparo de danos no DNA ao longo do tempo de exposigao.

Para Cavas e Konen (2007) as frequéncias de micronucleos nos eritrécitos
aumentaram significativamente apds o tratamento com o glifosato em concentragbes
5, 10 e 15 ppm em peixes Carassiusauratus (peixe dourado).

Constatou-se que o herbicida glifosato pode acarretar em danos
clastogénicos e aneugénicos em eritrocitos de peixes, bem como, o potencial
genotéxico pode ser ampliado conforme o aumento da concentracdo deste
xenobiotico e acarretar em danos celulares.
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4 CONCLUSAO

O glifosato, em ambos os tratamentos, causou aumentos estatisticamente
significativos na massa gonadal, mas nao apresentaram diferencas distintas entre as
diferentes concentracdes testadas do herbicida.

Foram verificados aumentos significativos entre o IGS quando comparadas as
concentragbes do glifosato em relagdo ao grupo controle, quando comparadas
ambas as concentragbes de glifosato a maior concentragdo testada do herbicida
apresentaram maior significancia.

Em conclusédo, o presente estudo constatou que o herbicida glifosato pode
causar danos a biologia reprodutiva, bem como, ocasionar disturbios celulares nos
peixes da espécie D. rerio. Os efeitos adversos do glifosato sobre os ovarios
demonstrados aqui, alertam para os efeitos nocivos que este xenobidtico pode
causar na reproducado de peixes, o que possivelmente pode interferir no ciclo
reprodutivo destes organismos.
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