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AVALIAGAO DA GENOTOXICIDADE DO NUFOSATE EM TAMBAQUI
(COLOSSOMA MACROPOMUM) SOB EXPOSICAO CRONICA

EVALUATION OF THE GENOTOXICITY OF NUFOSATE IN TAMBAKI
(COLOSSOMA MACROPOMUM) UNDER CHRONIC EXPOSURE

Sirley Avila Queiroz’
Wilson Gomez Manrique?

RESUMO

Os herbicidas sao produtos quimicos bastante utilizados; no entanto, podem
ocasionar contaminagao ao meio ambiente. O objetivo do estudo é avaliar a toxicidade
aguda do nufosate e analisar as aberragdes cromossdémicas em peixes expostos ao
herbicida. A avaliagdo da toxicidade aguda e crénica foi conduzida em Colossoma
macropomum. Para a toxicidade aguda, utilizou-se o teste de CL50-48h, enquanto a
toxicidade cronica foi avaliada durante 30 dias de exposigdo. Foram observados
efeitos genotoxicos, incluindo alteragbes nucleares em células de peixes. A
metodologia incluiu analises laboratoriais e estatisticas para interpretagdo dos
resultados. Os resultados indicaram que a concentragdo letal do nufosate para o
tambaqui foi de 14,32 mg/L. Em diferentes cenarios de profundidade de agua, o
nufosate exibe um risco médio em uma concentragédo de 0,96 mg/L, correspondendo
a 100% da dosagem recomendada do produto, e um risco baixo em faixas de
concentragao variando de 0,48 a 0,015 mg/L em corpos d'agua com profundidade de
0,3 m e de 0,144 a 0,002245 mg/L em corpos d'agua com profundidade de 2 m. Apds
exposicao cronica durante trinta dias, na concentracéo de 4,77 mg/L, o teste de Mann-
Whitney observou diferenca significativa entre os peixes expostos ao nufosate e o
grupo controle, sugerindo potencial dano nuclear causado pelo herbicida. Esta analise
usou o teste de micronucleo para avaliar, de forma cega, as alteragdes nucleares nos
eritrécitos. Este estudo enfatiza a importdncia do uso responsavel do herbicida
nufosate, indicando que, embora possa ocasionar alteragdes nucleares, ndo gera um
padrao especifico de mudancas nucleares em peixes.
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ABSTRACT

Herbicides are widely used chemical products; however, they can cause environmental
contamination. The aim of this study was to assess the acute toxicity of nufosate and
to analyze chromosomal aberrations in fish exposed to the herbicide. The assessment
of acute and chronic toxicity was carried out on Colossoma macropomum. For acute
toxicity, the CL50-48h test was used, while chronic toxicity was assessed during 30
days of exposure. Genotoxic effects were observed, including nuclear alterations in
fish cells. The methodology included laboratory and statistical analyses to interpret the
results. The results indicated that the lethal concentration of nufosate for tambaqui was
14.32 mg/L. In different water depth scenarios, nufosate exhibits a medium risk at a
concentration of 0.96 mg/L, corresponding to 100% of the product's recommended
dosage, and a low risk in concentration ranges varying from 0.48 to 0.015 mg/L in
bodies of water with a depth of 0.3 m and from 0.144 to 0.002245 mg/L in bodies of
water with a depth of 2m. After chronic exposure for thirty days at a concentration of
4.77 mg/L, the Mann-Whitney test found a significant difference between the fish
exposed to nufosate and the control group, suggesting potential nuclear damage
caused by the herbicide. This analysis used the micronucleus test to blindly assess
nuclear alterations in erythrocytes. This study emphasizes the importance of
responsible use of the herbicide nufosate, indicating that although it can cause nuclear
alterations, it does not generate a specific pattern of nuclear changes in fish.

Keywords: genetic degeneration; ecotoxicology; herbicide; environmental poisoning;
micronucleus; monitoring.
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INTRODUGAO

A crescente preocupagao com a poluigado das aguas tem se tornado um tema
central nos debates sobre sustentabilidade e gestdo ambiental em todo o mundo. Este
cenario € exemplificado pelo estudo de caso do rio Oued D'Hous, localizado na
Argélia, onde a qualidade da agua vem sofrendo deterioragdes significativas devido
ao descarte indiscriminado de efluentes de origens domésticas, industriais e agricolas.
A anadlise realizada destaca nao apenas o aumento preocupante dos niveis de
poluentes, mas também as consequéncias diretas dessa contaminagcdo para a
biodiversidade local, ameagando a existéncia de espécies e impondo limitacbes
severas ao uso da agua pela populagdo?s.

O uso excessivo de produtos quimicos pode ter consequéncias devastadoras
tanto para o solo quanto para os sistemas hidricos, resultando em danos ambientais
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significativos e ameagando a salde dos ecossistemas?’. O uso desenfreado desses
produtos n&o apenas contamina o solo, mas também introduz moléculas nocivas que
podem se infiltrar nas aguas subterrdneas e superficiais, causando impactos
imprevisiveis e prejudiciais’.

Um estudo realizado investigou os impactos do herbicida Roundup WG® no
camardo de agua doce Macrobrachium potiuna, revelando efeitos citotoxicos e
desregulagao endocrina. A exposigao ao herbicida, em concentragdes de até 0,28
mg/L por 14 dias, causou alteragbes histopatoldégicas no hepatopancreas, como
vacuolizacao celular e fragmentagcao de DNA, além de interferir nos niveis hormonais,
afetando o crescimento e a reproducao dos camardes. Esses resultados indicam que
o Roundup WG® pode atuar como desregulador enddcrino e citotdxico, mesmo em
concentragbes ambientalmente relevantes’®.

Pesquisas recentes indicam que o glifosato, presente em formulagbées como o
Nufosate, pode impactar significativamente uma variedade de organismos aquaticos
além dos peixes. Esses efeitos incluem a inibicdo do crescimento de plantas aquaticas
e algas, além de alteragdes nas populagdes de invertebrados, como crustaceos, que
exibem aumento de mortalidade e comprometimento reprodutivo. Ademais, a
persisténcia do AMPA, principal produto de degradagao do glifosato, contribui para a
contaminagdao de longo prazo nos ecossistemas aquaticos, afetando a saude
ecoldgica e a biodiversidade desses ambientes?2".

Dados gerados pela fiscalizagdo de agrotoxicos no estado de Rondénia
revelam um aumento no consumo desses produtos quimicos. Conforme informacoes
da Agéncia de Defesa Sanitaria Agrosilvopastorii do Estado de Rondonia'?, foi
registrada a comercializagdo de cerca de 61,67 milhdes de litros/quilos de agrotdxicos
ao longo do periodo de 2017 a 2021. Esses agrotoxicos foram distribuidos por todos
0s 52 municipios e distritos do estado de Rondbnia, demonstrando uma ampla
disseminagao do uso desses produtos quimicos em toda a regiéo.

A relevancia do glifosato no contexto dos agrotéxicos em Ronddnia € notavel.
Esse herbicida, sendo o mais vendido no estado nos anos de 2022 e 2023, foi
distribuido amplamente por varias cidades. Dados mostram a venda de 9.047.830,00
milhdes de litros/quilos de glifosato nesses periodos (Figura 1 e Figura 2)'?
evidenciando a ampla propagacado deste pesticida em Rondbnia e sua posigao
dominante no mercado de produtos quimicos para agricultura na area.
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Figura 1 - Representacgao grafica do consumo de glifosato pelos dez maiores municipios de Rondénia
(Litros/Quilos)'?

PIMENTEIRAS DO OESTE

25.020,00

CORUMBIARA

588.426,00

CHUPINGUAIA 579.418,00

VILHENA 573.445,00

SAQ MIGUEL DO GUAPORE

515.724,00

CEREJEIRAS

452.142,00

RIO CRESPO 362.920,00

ALTO PARAISO 358.114,00

CABIXI

311.633,00

PORTO VELHO

276.558,00

Figura 2 — Mapa de calor com a distribuigcdo de glifosato dentro do estado de Rondénia para os anos
de 2022 e 202312,
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-
o Nacional ¢

Os defensivos agricolas podem representar riscos significativos para o
ambiente aquatico, conforme destacado nas pesquisas. O excesso desses produtos
pode resultar em efeitos irreparaveis, enquanto mesmo pequenas quantidades podem
desencadear efeitos adversos crénicos. E importante ressaltar que certos compostos
a base de organoclorados apresentam uma toxicidade aguda consideravelmente mais
elevada do que os compostos organofosforados, chegando a ser letais para os peixes.
Em contrapartida, os herbicidas, de modo geral, exibem uma toxicidade
moderadamente menor para os peixes, mas todos os agrotéxicos manifestam efeitos

fisioldgicos subletais, tanto em condigbes agudas quanto em exposi¢des crénicas?"
20,9

Os agrotoxicos, em especial o glifosato, tém sido objeto de preocupagao devido
a sua presencga disseminada no ambiente e seus potenciais impactos, conforme
apontado em diversas pesquisas. Residuos de agrotoxicos foram identificados em
diferentes fontes de agua, incluindo aguas superficiais e subterraneas, bem como em
amostras de agua tratada’®.

A aquicultura é reconhecida como uma importante fonte de alimentos devido a
sua capacidade renovavel de producido de proteina animal, atendendo a crescente
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demanda global por alimentos. Embora tenha experimentado um notavel crescimento,
impulsionado por avangos tecnoldgicos, a intensificagdo da produgdo em fazendas
aquicolas apresenta desafios para a sustentabilidade ambiental, incluindo o uso
excessivo de antibidticos e produtos quimicos, além do impacto negativo sobre a
qualidade da agua e a introdugéo de espécies exdticas*.

O objetivo geral deste estudo é avaliar o potencial genotoxico do herbicida
nufosate no peixe Colossoma macropomum. Para alcangar este objetivo, uma série
de objetivos especificos foram delineados: primeiro, estimar e classificar a toxicidade
aguda do nufosate para Colossoma macropomum, utilizando o teste CLs0-48h; em
seguida, classificar o nufosate com base nos valores obtidos, visando compreender
seu potencial de toxicidade aguda para o peixe; além disso, classificar o nufosate
quanto ao risco de intoxicagao ambiental, considerando seus efeitos sobre 0 ambiente
aquatico; adicionalmente, avaliar as aberragbes cromossémicas no Colossoma
macropomum causadas pela exposicdo cronica ao nufosate, utilizando o teste de
micronucleos como método de avaliagao; por fim, estimar a concentragao ambiental
de nufosate na agua em cenarios simulados de espelho d’agua de um hectare,
variando em profundidades de 0,3 m e 2,0 m, a fim de compreender melhor a
distribuicdo e potenciais impactos do herbicida no ambiente aquatico.

METODOLOGIA

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais da
Universidade Federal de Rondbnia (CEUA-UNIR 038-2023-A).

A metodologia empregada na avaliagado da toxicidade aguda do nufosate para
Colossoma macropomum adere estritamente aos parametros estabelecidos pelo
método normatizado pelo IBAMA'. Isso garante a conformidade e a consisténcia na
condugao dos testes, bem como a confiabilidade dos resultados obtidos.

Local de realizagéo dos bioensaios

Os experimentos para avaliar a toxicidade aguda foram conduzidos no
Laboratério de Sanidade Aquicola e Aviaria - LABSAA do curso de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Rondb6nia - Campus Rolim de Moura. O
produto em analise foi o glifosato em sua formulagado comercial nufosate (glifosato sal
de isopropilamina) 480 g/L (48,0% ml/v), acido de glifosato 360 g/L (36,0% m/v),
produzida pela empresa Sumitomo Chemical, e seu registro no Brasil esta sob o
nimero 1101327,

217
Saude Meio Ambient. v. 13, p. 213-231, 2024
ISSNe 2316-347X



Avaliagdo da genotoxicidade do nufosate em Tambaqui (Colossoma macropomum) sob exposi¢ao
crbnica

Selecao da espécie

Foram utilizados 77 exemplares juvenis de Colossoma macropomum de um
mesmo lote provenientes de uma piscigranja da regido. Esses peixes foram
transportados para a Universidade Federal de Rondénia - Campus Rolim de Moura,
onde passaram por um periodo de aclimatagao de sete dias em uma caixa d'agua de
1000 litros. Durante esse periodo, manteve-se aeragcdo constante com temperatura
ambiente de 29 + 2°C. Posteriormente, os peixes foram distribuidos aleatoriamente
em caixas plasticas de 60 litros, com uma das caixas servindo como grupo de controle.

A agua empregada no abastecimento originava-se de um pogo artesiano,
caracterizando-se por uma renovagao constante e aeragao controlada. A temperatura
era mantida em aproximadamente 23+1°C, em conformidade com os padrdes
estipulados pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis''. O monitoramento dessas condigbes era rigorosamente realizado com
o auxilio de um termostato. No que concerne a alimentacido dos peixes, estes
recebiam ragdo comercial contendo 28% de proteina bruta (pb). A ragcédo era
administrada em quantidades correspondentes a 3% do peso vivo dos peixes,
fornecida diariamente, duas vezes ao dia. Tais praticas garantiram a manutencao de
um ambiente adequado e o cuidado necessario para a condugao dos experimentos
de maneira controlada e precisa.

Para avaliar a concentragédo letal 50 (CLs0-48h) aguda do nufosate, foram
utilizados 49 peixes, com um peso médio de 110 gramas cada. Em cada caixa d’agua
de 60 litros foram colocados 7 exemplares de tambaqui e posteriormente foram
distribuidas as concentragcdes do nufosate nos recipientes da seguinte forma: 2,5 mg/L
na Caixa 1, 5 mg/L na Caixa 2, 10 mg/L na Caixa 3, 20 mg/L na Caixa 4, 40 mg/L na
Caixa 5 e 80 mg/L na Caixa 6. Apds 48 horas de exposig¢ao forma contabilizados os
mortos em cada caixa estimada a CLs0-48h mediante o software Trimmed Spearman-
Karber®. Esse valor representa a concentragdo do produto quimico que causa a morte
de 50% de uma determinada populagao quando expostos durante determinado tempo.

Conforme discutido por Hamilton et al.8, varios métodos sao utilizados para o
tratamento de dados de testes de toxicidade a fim de determinar a concentracéo letal
mediana (CLso). Os autores apontam que os modelos probit e logit, amplamente
usados para esse tipo de calculo, apresentam certas deficiéncias. Para resolver essas
limitacdes, eles propuseram o método de Spearman-Karber, que se mostrou menos
sensivel aos problemas dos métodos tradicionais. O método, além de suas boas
propriedades estatisticas, € de facil aplicacdo e recomendado para o calculo preciso
de CLso e seus intervalos de confianga de 95%.

Para avaliar a exposicao crénica do nufosate em tambaqui, foram selecionados
21 peixes como amostra experimental. Durante um periodo de 30 dias, esses peixes
foram expostos ao produto na concentragao 4,77 mg/L, correspondente a um tergo da
concentragao letal para 50% dos organismos (CLso), conhecida como CLs0-48h.

O experimento foi conduzido em um sistema semiestatico, com uma renovagéao
de agua e produto de 50% a cada trés dias. Essa abordagem foi adotada para replicar
as condi¢des encontradas no ambiente natural, garantindo uma exposi¢céo continua
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ao produto. Além disso, a concentracdo de nufosate na agua foi monitorada e
reabastecida periodicamente para manter a concentragdo desejada, assegurando a
consisténcia e preciséo dos resultados.

Essa metodologia foi escolhida para avaliar os efeitos da exposi¢ao crdénica ao
nufosate, imitando as condigdes que os peixes enfrentariam em seu habitat natural. A
selegdo da concentragdo especifica do herbicida, juntamente com a frequéncia de
troca de agua e a reposigdao do produto, baseou-se em estudos anteriores e
consideragdes sobre a toxicidade do composto e sua potencial influéncia sobre os
organismos aquaticos.

Avaliacao através de Micronucleos em Eritrocitos

No presente estudo, investigou-se a frequéncia de micronucleos em eritrécitos
periféricos, analisando 1000 células de 28 peixes.

O sangue foi obtido conforme protocolo estabelecido pelo LABSAA sendo o
volume de 1 mL. Para este experimento, a concentracao de exposi¢cao cronica foi
considerado 4,77 mg/L, no periodo de 30 dias.

Para assegurar a consisténcia dos bioensaios, todas as amostras foram
submetidas a um conjunto padronizado para evitar o minimo de estresse, conforme
descrito por Manrique et al.’®. Brevemente, a anestesia dos peixes, para a coleta de
sangue, foi efetuada com uma solugao alcodlica de benzocaina na concentracéo de
0,1 g/mL, numa propor¢cao de 1:1.0000 com agua até observacado de sinais de
anestesia, seguido da extracdo de 1 mL de sangue periférico efetuada com agulha
27x8 e seringas de 3 mL heparinizadas, mediante puncéo do vaso caudal.

A metodologia para analise de micronucleos em eritrécitos periféricos baseou-
se nos procedimentos estabelecidos por Heddle'® e Schmid?®. Este processo incluiu
a limpeza e identificagdo das laminas, a aplicacdo de 4,5 pl de sangue fresco apés
cada coleta, a preparacado de uma lamina por espécime, a extensao do sangue para
formar um esfregaco, a secagem ao ar e a fixagdo em metanol absoluto por 5 minutos.
As laminas foram posteriormente coradas com Giemsa 10%, diluida em tampao
fosfato (pH 6,8) (1 gota/ mL), seguidas de lavagem com agua destilada e secagem ao
ar.

A avaliagcao das laminas foi realizada com o auxilio de um microscépio 6ptico
Opticam 0600R e as imagens capturas com a camera LOPT 12003 com software
Opticam Microscopia OPTHD. Foram consideradas apenas as hemacias nucleadas
com membranas citoplasmatica e nuclear intactas. Importante destacar que a analise
foi efetuada por um unico observador, em um contexto de teste cego, para assegurar
a consisténcia e objetividade dos resultados, conforme documentado por Heddle'® e
Schmid?.

219
Saude Meio Ambient. v. 13, p. 213-231, 2024
ISSNe 2316-347X



Avaliagdo da genotoxicidade do nufosate em Tambaqui (Colossoma macropomum) sob exposi¢ao
crbnica

Analise Estatistica de Biomarcadores Genéticos em Peixes

Na analise estatistica empregada para comparar os peixes expostos com o
grupo controle, utilizando o biomarcador de morfologia nuclear conhecido como teste
de micronucleo, iniciou-se com a aplicacdo do teste de Shapiro-Wilk para avaliar a
normalidade dos dados. Este procedimento estatistico determina se as frequéncias
dos micronucleos observadas nas células seguem uma distribuicdo normal. Em
situacbes onde a normalidade dos dados nao foi confirmada, indicando a néo
aderéncia a distribuicdo normal, recorreu-se ao teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Posteriormente, para avaliar os danos celulares relacionados aos
parametros de notched, micronucleo, binucleo, vacuolated e bebbled, foi novamente
conduzido o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Diante de resultados negativos para
normalidade, indicando uma distribuicdo ndo normal dos valores, empregou-se o teste
de Kruskal-Wallis, uma analise estatistica ndo paramétrica. Este teste foi seguido pelo
pos-teste de Student-Newman-Keuls, estabelecendo um nivel de significancia de 5%
(p<0,05). Essa abordagem estatistica robusta permitiu uma avaliagdo abrangente dos
danos celulares entre os grupos analisados, considerando a ndo normalidade dos
dados.

Assim, a combinacdo dessas técnicas estatisticas, incluindo testes de
normalidade e analises n&o paramétricas, proporcionou a interpretacao estatistica dos
resultados obtidos no estudo de biomarcadores de morfologia nuclear, garantindo a
confiabilidade e a robustez das conclusdes.

Classificagao do nufosate pela toxicidade aguda e pelo risco ambiental

Os dados da CLs0-48h, adquiridos para a espécie em analise, foram
empregados na categorizacdo do potencial toxico do nufosate especifico para essa
espécie. Essa classificacdo segue as categorias toxicolégicas descritas na Tabela 1,
conforme mencionado por Zucker3. A CLso, ou concentragéo letal 50%, refere-se a
concentragédo da substancia que é fatal para 50% da populagdo de um determinado
organismo, observado em um periodo especifico. O procedimento para determinar a
CLso envolve a exposicao de grupos de organismos a diferentes concentragbes da
substancia testada e a subsequente observagcdo da mortalidade e outros efeitos
adversos.

Tabela 1 - Classes de toxicidade aguda para organismos aquaticos (Zucker33)

Classe de toxicidade CLso ou CES0 (mg/L)
Extremamente toxico <0,1
Altamente toxico 0,1a1,0
Moderadamente toxico >1,0a<10
Ligeiramente toxico >10a<100
Praticamente nao-toxico >100
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Para o calculo do Coeficientes de A¢ao Ambiental (CAE), foram contemplados
diferentes cenarios, nos quais o herbicida encontra-se homogeneamente distribuido
na extensdo de agua de um reservatorio com area de um hectare (10000 m?) e
profundidades de 0,3 m3 e 2,0 m?6.

A analise considerou a diluigdo do nufosate na agua em proporgdes de 100,0%,
50,0%, 25,0%, 12,5%, 6,25% e 3,12% da dosagem maxima recomendada para uso
agricola (2880g i.a/ha)?’, visando calcular o CAE nos dois cenarios.

A classificagdo do nufosate em relagdo ao risco de intoxicacdo ambiental foi
efetuada conforme as categorias estabelecidas pela Usepa?®. Essas categorias sdo
determinadas a partir da divisdo da CAE pela CL50-48h do nufosate, obtida nos testes
de toxicidade aguda. O resultado dessa divisdo, € denominado Quociente de Risco
(RQ = CAE/CLso).

Para a categorizacéo do risco de intoxicagdo ambiental, com base nos valores

de RQ calculados para as diferentes diluicbes do nufosate na agua, foram adotadas
as classes propostas pela Usepa?®, as quais estéo detalhadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Classes de risco de intoxicagdo ambiental (USEPA??)

Classificagao Descricédo RQ (mg/L)
Alto Risco E recomendada cautela no uso do produto >0,5
Médio Risco Produto com uso restrito 0,05><0,5
Baixo Risco E recomendada cautela no uso do produto <0,05
RESULTADOS

Toxicidade aguda para Colossoma macropomum

O valor da CLs0-48h do nufosate estimado para o tambaqui nas condigbes aqui
descritas foi de 14,32 mg/L.

Nos experimentos a mortalidade média do grupo controle esteve de acordo
com a norma do Ibama''. Portanto, os experimentos s&o considerados validos.

A avaliacédo da toxicidade aguda de substancias através da determinacao da
CLso em diferentes organismos tem sido um tema de interesse em diversos estudos.
Um estudo conduzido por Bastos? obteve uma CLs0-48h de 0,032 mg/L ao avaliar a
toxicidade aguda do Roundup® para Daphnia magna. O estudo foi realizado sob
condi¢cbes controladas em laboratério, onde foram adotadas medidas rigorosas para
evitar interferéncias externas nos resultados dos testes de toxicidade. A temperatura
foi mantida em torno de 25°C, com um fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de
escuridao, garantindo um regime circadiano adequado para os animais de teste. Além
disso, a agua utilizada nos experimentos foi cuidadosamente preparada, proveniente
de uma fonte livre de contaminantes e com o pH equilibrado.
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Os resultados obtidos apresentam uma significativa disparidade em relagéo a
outro experimento conduzido com a mesma espécie por Gustinasari et al.”, os quais
estabeleceram a CLs0-48h em 21,34 mg/L. Nesse estudo, as condi¢gdes foram
meticulosamente controladas com o intuito de avaliar os efeitos dos herbicidas a base
de glifosato nessas espécies aquaticas. Foram consideradas as medigcbes dos
parametros ambientais da agua, tais como pH, temperatura, condutividade, sélidos
totais dissolvidos e oxigénio dissolvido, visando compreender o impacto do herbicida
na qualidade da agua ao longo do experimento. Tais constatagdes evidenciam a
variabilidade nas respostas dos organismos a essa substancia.

O presente estudo se alinha a essas investigagdes, focalizando na avaliagado
da toxicidade do produto formulado nufosate. Os resultados obtidos nesta pesquisa
se inserem no cenario de variabilidade observado em estudos anteriores, reforcando
a importancia de considerar ndo apenas a substancia em si, mas também a
formulacao especifica utilizada nos experimentos® 7 2.

No estudo realizado por Ramirez-Duarte et al.’® investigou a toxicidade aguda
e as alteragdes histopatoldgicas induzidas pelo herbicida Roundup® na cachama
blanca (Piaractus brachypomus). Os resultados indicaram que o herbicida é altamente
téxico para os peixes, com uma concentracdo letal média (CLso) de 97,47 mg/L para
um periodo de exposicao de 96 horas. As analises histopatologicas revelaram danos
em o6rgéos vitais, como branquias, figado, pele e cérebro.

Ao comparar os resultados dos estudos de Santos et al.2* com os achados do
presente trabalho, surge uma discrepéncia marcante nos efeitos observados do
glifosato em diversas espécies de peixes, 0 que evidencia a complexidade das
respostas bioldgicas a esse pesticida. Enquanto Santos et al.?* reportam uma alta taxa
de mortalidade e impactos negativos significativos na sobrevivéncia dos peixes
expostos ao glifosato, especialmente em concentracdes subletais, os resultados do
estudo com tambaqui sugerem uma toxicidade relativamente baixa nas condi¢des
testadas. Isso ressalta a necessidade premente de uma compreensao mais
abrangente dos efeitos do glifosato em diferentes espécies e ambientes aquaticos.

Classificagao do nufosate quanto a toxicidade aguda e ao risco ambiental

A avaliacdo da Concentragdo Ambiental Estimada (CAE) e do indice de Risco
(RQ) €& essencial para compreender os potenciais impactos do nufosate,
especificamente em relagdo a sua toxicidade para o tambaqui. Segundo Zucker33, nas
condigdes do presente estudo, o produto se classifica como ligeiramente toxico para
o tambaqui, apresentando valores de CL50-48h entre 10 e 100 mg/L (Tabela 2).

Em ambientes aquaticos com uma profundidade de 0,30 m (Quadro 1), os
ensaios de toxicidade aguda realizados com o tambaqui indicam que o nufosate
apresenta um nivel de risco ambiental classificado como médio, quando presente
numa concentracdo de 0,96 mg/L, resultante da aplicagdo da dose agricola
recomendada mais elevada (2880 g i.a/ha). Nesse contexto, o indice de quociente de
risco (RQ) excede 0,05 mg/L, o que sugere uma restricdo no uso deste produto
(Tabela 2).
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Em concentragdes de 0,48 e 0,015 mg/L, o nufosate é classificado como
apresentando um baixo risco, onde o valor do RQ ¢é inferior a 0,05 mg/L, indicando
uma recomendacgao de uso com cautela (Tabela 2).

Em corpos hidricos com uma profundidade de 2,0 m, o nufosate é categorizado
como apresentando um baixo risco, quando suas concentrag¢des variam entre 0,144 e
0,002245 mg/L. No entanto, o indice de Quociente de Risco (RQ) nesse contexto
oscila entre 0,0101 e 0,0002 mg/L, sinalizando a importancia de adotar cautela no uso
do produto, mesmo em situa¢des de risco considerado baixo (Quadro 1).

Estes resultados ressaltam a importancia de uma avaliagao abrangente que
leve em consideracdo ndo apenas a toxicidade intrinseca do nufosate, mas também
as caracteristicas especificas do ambiente aquatico, como a profundidade do corpo
d'agua. A aplicagado do RQ proporciona uma ferramenta valiosa na avaliagdo de riscos
ambientais, destacando a necessidade de precaucgao e regulamentagao rigorosa no
uso desses herbicidas em ambientes aquaticos?’.

Quadro 1 - Concentragdo ambiental estimada (CAE) para Colossoma macropomum nas diferentes
colunas de agua em fung¢ao da contaminagao.

Coluna de agua de 0,30 m de profundidade Coluna de agua de 2 m de profundidade
oo | man | mou | R | T mgn) | gy | R
100% 0,96 0,0670 Meédio 100% 0,144 0,0101 Baixo
50% 0,48 0,0335 Baixo 50% 0,072 0,0050 Baixo
25% 0,24 0,0168 Baixo 25% 0,036 0,0025 Baixo
12,50% 0,12 0,0084 Baixo 12,50% 0,018 0,0013 Baixo
6,25% 0,06 0,0042 Baixo 6,25% 0,009 0,0006 Baixo
3,12% 0,030 0,0021 Baixo 3,12% 0,00449 0,0003 Baixo
1,56% 0,015 0,0010 Baixo 1,56% 0,002245 0,0002 Baixo

Biomarcadores Genéticos em Peixes

Na andlise de eritrocitos (Figura 3) o estudo investigou os efeitos toxicos
potenciais do nufosate em peixes, empregando um biomarcador genético
reconhecido, o teste de micronucleo em peixes. Esta técnica € amplamente utilizada
para detectar danos cromossémicos e mutagdes genéticas. A analise estatistica, uma
componente crucial do estudo, iniciou-se com a implementacao do teste de Shapiro-
Wilk, com o intuito de avaliar a normalidade das distribuicbes de frequéncias dos
micronucleos.

No teste de Shapiro-Wilk indicou uma estatistica de teste de 0,648 e um valor-
p aproximado de 0,00000662, sugerindo que os dados para célula normal ndo aderem
a uma distribuicdo normal. Por outro lado, o controle, o teste revelou uma estatistica
de teste de 1,0 e um valor-p de 1,0. Embora isso sugira uma distribuicdo normal para

223
Saude Meio Ambient. v. 13, p. 213-231, 2024
ISSNe 2316-347X



Avaliagdo da genotoxicidade do nufosate em Tambaqui (Colossoma macropomum) sob exposi¢ao
crbnica

0 grupo controle, a interpretagdo destes resultados requer cautela, devido a possivel
baixa variabilidade nos dados de controle.

Em face da ndo normalidade dos dados de célula normal, recorreu-se ao teste
de Mann-Whitney, uma abordagem n&o paramétrica adequada para a comparagéo de
dois grupos independentes, especialmente quando os dados ndo satisfazem o
pressuposto de normalidade. Este teste foi utilizado para comparar as células normais
entre os 21 peixes expostos ao nufosate e o grupo controle, abrangendo a analise de
1000 células por peixe.

O teste de Mann-Whitney resultou em uma estatistica de teste de 42,0 e um
valor-p de aproximadamente 0,000000438. Estes resultados estatisticamente
significativos indicam uma diferengca marcante entre os grupos, com uma redugéo na
frequéncia de células normais associada a exposicdo ao nufosate. Esta evidéncia
sugere que o nufosate pode causar danos genéticos nos peixes, manifestados por
alteracdes na normalidade celular.

Consequentemente, o estudo fornece dados relevantes sobre o impacto do
nufosate em organismos aquaticos, destacando a importédncia de uma analise
ambiental rigorosa e do uso responsavel de herbicidas para a conservagao da vida
aquatica.

Posteriormente, foi avaliado os danos celulares relacionados aos parametros
de notched, micronucleo, binucleo, vacuolated e bebbled.

Os resultados indicaram que todas as categorias de alteragbes notched,
micronucleo, binucleo, vacuolated e blebbed (Figura 3) apresentaram distribuigcdes
nao normais, justificando o uso de testes nao paramétricos para analises
subsequentes.

Diante disso, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis para comparar as medianas
das diferentes categorias de alteragdes celulares. O teste de Kruskal-Wallis resultou
em uma estatistica de teste de 4,503 e o valor de p de 0,342.
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Figura 3 - Foto de microscopia de eritrocito de peixe da espécie Colossoma macropomum mostrando
uma célula: 1 — norma, 2 — notfched, 3 — micronucleo, 4 — binucleo, 5 — vacuolated e 6 - blebbed.
Coloragéao Giemsa. Barra 20 pm.

DISCUSSAO

A toxicidade do glifosato tem sido objeto de investigacdo em estudos
ecotoxicoldgicos. A Organizagdo Mundial da Salde?®? relata que o valor da CLs0-96h
para o glifosato varia consideravelmente, situando-se entre 2 a 55 mg/L, sendo esta
variabilidade atribuida as diferentes espécies de peixes e as condigdes dos testes.
Além disso, estudos conduzidos por Glusczak® destacam que formulagdes comerciais
de glifosato podem apresentar variagées na CLs0-96h mesmo dentro de uma mesma
espécie, sugerindo que os ingredientes adicionados nas formula¢des de cada produto
podem contribuir para a potencializagdo de sua agao toxica.

Destaca-se que os surfactantes, compostos quimicos frequentemente
adicionados as formulacdes de glifosato para auxiliar na aderéncia e penetragao nas
folhas das plantas, podem apresentar toxicidade aguda superior a do proprio glifosato,
como observado em conduzidos por Tsui e Chu?,

Ventura et al.3' determinaram a CLs0-96h do herbicida Roundup® para o peixe
Prochilodus lineatus, com um valor de 13,69 mg/L. No presente estudo, a CLs0-48h do
Nufosate para Colossoma macropomum foi estimada em 14,32 mg/L. A similaridade
entre esses valores sugere que, apesar de envolverem espécies distintas, ambos os
herbicidas a base de glifosato apresentam toxicidade aguda nesses organismos.
Esses resultados enfatizam a importancia de monitorar o uso de herbicidas em
diferentes ecossistemas aquaticos, considerando suas possiveis variagdes de
toxicidade conforme as espécies e as condi¢des ambientais.

Por outro lado, pesquisa indica que o glifosato, amplamente utilizado em
herbicidas, tem demonstrado potencial genotdxico significativo em organismos
aquaticos. Estudos realizados com varias espécies de peixes, como o Danio rerio,

225
Saude Meio Ambient. v. 13, p. 213-231, 2024
ISSNe 2316-347X



Avaliagdo da genotoxicidade do nufosate em Tambaqui (Colossoma macropomum) sob exposi¢ao
crbnica

mostram que a exposicao ao glifosato resulta em uma elevagéao dose-dependente de
anomalias celulares, incluindo a formagao de micronucleos e alteragdes nucleares em
células sanguineas. Essas alteragdes sao particularmente evidentes em exposi¢cdes
prolongadas, com efeitos genotdxicos detectados em concentragbes que variam de
niveis ambientalmente relevantes a concentragcdes mais elevadas. Essas descobertas
ressaltam a necessidade de um controle rigoroso do uso de glifosato em areas
préximas a corpos d'agua, uma vez que o herbicida pode afetar a estabilidade
genética dos organismos aquaticos, comprometendo o equilibrio ecologico desses
ambientes.

De maneira semelhante, o presente estudo demonstrou que o herbicida
Nufosate induziu uma elevada frequéncia de micronucleos e anomalias celulares no
tambaqui, principalmente na maior concentragéo e apds exposi¢cdes prolongadas

O estudo conduzido por Klatyik (2024)'3 sobre a toxicidade do glifosato e suas
formulagbes comerciais em organismos aquaticos indica uma variabilidade
significativa nos valores de CLso, que podem variar de 1,8 mg/L a 55 mg/L,
dependendo da espécie e das condicdes ambientais. Essa variacdo pode ser
explicada pelos diferentes coadjuvantes presentes nas formulagdes comerciais, que
frequentemente aumentam a toxicidade em comparagao ao glifosato puro. No caso
do Nufosate, especificamente testado no tambaqui, determinou uma CLs0-48h de
14,32 mg/L, evidenciando uma toxicidade aguda relativamente baixa. No entanto, o
estudo também apontou efeitos genotdxicos em exposi¢cdes cronicas, com danos
nucleares significativos observados nos peixes, reforgando o potencial do Nufosate
para causar danos genéticos em organismos aquaticos.

O contraste entre os resultados do estudo de Ramirez-Duarte et al.’ sobre a
toxicidade aguda do Roundup® na cachama blanca e os achados do presente estudo
sobre a genotoxicidade do nufosate para o tambaqui revela uma complexa interagao
entre diferentes herbicidas e espécies de peixes. Enquanto o Roundup® demonstrou
danos histopatoldgicos significativos em érgaos vitais dos peixes, o nufosate exibiu
uma toxicidade relativamente baixa nas condi¢des testadas. No entanto, mesmo com
essa baixa toxicidade aguda, o nufosate ainda apresentou potenciais danos genéticos,
conforme evidenciado pelo teste de micronucleo realizado.

Santos et al.?* evidenciaram que os impactos da contaminagéo por glifosato em
peixes da espécie P. reticulata incluiram uma redugao significativa na sobrevivéncia
dos animais expostos ao pesticida, com uma taxa de mortalidade de 90% apds 14
dias de exposi¢ao, na concentracdo de 7 mg/L de glifosato, considerada subletal,
mostrando-se mais téxica do que o previsto.

Com base no p-valor obtido 0,342, que € maior do que o limiar de significancia
estatistica de 0,05, concluimos que nao ha diferengas estatisticamente significativas
entre as medianas das diferentes categorias de altera¢des celulares causadas pelo
nufosate em peixes (Figura 4).

Portanto, dentro do escopo deste estudo, o nufosate ndo demonstrou induzir
um padrao especifico de alteragdes celulares em peixes.
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Os resultados do estudo sobre a genotoxicidade do Nufosate em tambaqui,
indicam que embora o herbicida apresente baixa toxicidade aguda (CLs0-48h de 14,32
mg/L), a exposigcdo crénica pode causar danos nucleares significativos, sugerindo
riscos genotdxicos mesmo em concentragdes subletais. Essas descobertas reforgam
a necessidade de regulamentar mais rigorosamente o uso do Nufosate em corpos
d'agua, especialmente em areas de aquicultura, onde espécies economicamente
importantes podem ser afetadas. A variagao dos riscos em diferentes profundidades
de agua e a possibilidade de impacto cumulativo destacam a importéncia de adaptar
as politicas de uso de herbicidas com base em avaliagbes ambientais abrangentes e
no monitoramento continuo dos ecossistemas.

Figura 4 — Compara as diferentes altera¢des celulares (Notched, Micronucleo,
Binucleo, Vacuolated e Blebbed) em peixes expostos ao nufosate.

10f o

Frequéncia

Notéhed Micmﬁl’lcleo Binli;c\eo Vacuélated B\el:;bed
Tipo de Alteracao Celular

Embora visualmente possamos observar algumas variagdes nas distribuigoes,
estatisticamente, conforme indicado pelo teste de Kruskal-Wallis, ndo ha evidéncias
de diferencas significativas nas medianas das diferentes alteragcdes celulares
causadas pelo nufosate.

A figura apoia a conclusdo de que ndo ha uma diferenga significativa nas
medianas das alteragdes celulares em peixes expostos ao nufosate. Contudo, vale
ressaltar que a variagéo e os outliers observados sugerem que ha uma diversidade
nas respostas individuais dos peixes ao nufosate, 0 que pode ser um ponto de
interesse para estudos futuros.

CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o Nufosate tem toxicidade aguda relativamente
baixa para Colossoma macropomum (CLso-48h de 14,32 mg/L). No entanto, observou-
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se um risco ambiental moderado em concentragdes de 0,96 mg/L, especialmente em
corpos d'agua rasos, com 0,30 m de profundidade. Embora os resultados do teste de
micronucleo revelem danos genotéxicos significativos, as alteragdes celulares nao
seguem um padrao definido.

Esses achados destacam a importdncia de uso criterioso do Nufosate,
especialmente em areas aquaticas vulneraveis. Recomenda-se a realizagao de
estudos futuros para avaliar os efeitos genotdéxicos em maior tempo de exposicéao,
investigar a bioacumulagdo do herbicida e ampliar a analise para outras espécies
aquaticas. Essas pesquisas serdo importantes para fortalecer as praticas de manejo
ambiental e proteger a biodiversidade.
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