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Resumo

A contamina¢do dos corpos hidricos por residuos de agrotéxicos € uma das principais
preocupacdes na preservacdo da biota aquética. O glifosato € um dos herbicidas mais utilizados
e, a formulacdo Roundup® Ready (RR), foi recentemente introduzida no mercado e necessita de
avaliacdes em relacdo aos possiveis efeitos para a biota aquatica. Dessa forma, este estudo teve
como objetivo avaliar a toxicidade aguda (CL(1)50;48h) do herbicida glifosato na formulagéo
Roundup® Ready e os efeitos da exposicéo aguda e cronica sobre as variaveis hematoldgicas, as
alteracdes morfofuncionais em branquias e figado e as respostas do sistema de defesa
antioxidantes no figado de pacu, Piaractus mesopotamicus. A CL(1)50;48h do glifosato foi
estimada em 3,74 mg.L™, com limite inferior de 3,54 mg.L™" e limite superior de 3,95 mg.L™%. A
partir dessa CL (I) 50;48h, foram definidos os quocientes estipulando concentragdes de trabalho
para a realizacdo do teste de toxicidade crbnica. As alteracGes analisadas no figado do pacu
permitiram o célculo do indice de Alteracdes Histopatoldgicas (IAH), que no ensaio agudo
variaram entre 1,69 a 135,84 e no cronico foram calculados entre 2,07 a 55,43. Nas branquias dos
peixes submetidos aos dois testes, 0 agudo e o cronico ndo ocorreram alteracGes severas. Os IAH
nas branquias variaram de 0,29 a 2,07 e indicaram que ndo ocorreu alteracdo no funcionamento
do 6rgdo. A atividade da NKA dos peixes submetidos aos dois testes apresentou aumento médio
ndo significativo. Os peixes apresentaram diminui¢cdo do numero total de eritrocitos (RBC) em
relacdo ao controle. A concentracdo de hemoglobina, o volume corpuscular médio (VCM), a
hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) aumentaram significativamente nos peixes submetidos ao glifosato em relacdo ao
controle (p<0,05). A atividade das enzimas antioxidantes dos peixes submetidos ao teste de
toxicidade cronica mostrou diminuicdo da atividade especifica da superdxido dismutase e da
catalase e ndo ocorreu alteracdo na atividade da glutationa peroxidase. A peroxidacdo lipidica
hepatica aumentou apds exposicdo ao glifosato. A atividade especifica da acetilcolinesterase
diminuiu no cérebro, mas ndo no masculo. N&o foram observados alteracfes da concentracao de
ions plasmaticos. Em conclusdo, os resultados evidenciam toxicidade do glifosato, na formulacéo
Roundup® Ready, para P. mesopotamicus, e as alteracbes podem comprometer o processo de

desintoxicacao e reparo do tecido e levar o animal a morte.



Abstract

The water body contamination by agrochemical residues is one of the main concerns on the
preservation of aquatic biota. The glyphosate is one of the most used herbicides and the
Roundup® Ready (RR) formulation has been recently introduced in the market and needs to be
evaluated in relation to the possible effects to the aquatic biota. Thus, the aim of this study was to
evaluate the toxicity of the herbicide glyphosate in the Roundup® Ready formulation,
determining the LC 50;48h and the effects of acute and chronic exposure over the hematologic
variables, morphofunctional alterations in gills and liver and responses of the antioxidant defense
system in the liver of pacu, Piaractus mesopotamicus. The LC 50;48h of glyphosate in this
formulation was estimated in 3,74 mg.L™, with inferior limit of 3,54 mg.L™ and superior limit of
3,95 mg.L" According to LC 50;48h values, it were defined the quotients stipulating
concentrations to be used in the chronic toxicity test. The analyzed alterations in liver of pacus
allowed the estimation of the Index of histopathological alterations (IAH), wich ranged between
1,69 to 135,84 in acute test; and between 2,07 to 55,43 in chronic test. In the fishes’ gills
submitted to both tests, acute and chronic, there were no severe alterations. The IAH on gills
ranged between 0,29 to 2,07 and no changes were observed in the normal function of the organ.
The NKA activity of fishes submitted to both tests presented a medium increase, however it was
not significant. Fishes presented a decrease of total number of erythrocytes (RBC) in relation to
control, however, hemoglobin concentration, mean cell volume (MCV), mean corpuscular
hemoglobin (MCH) and mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) increased
significantly on fishes submitted to glyphosate exposure in relation to control (p<0,05). The
antioxidant enzyme activity of fishes submitted to chronic toxicity test showed a decrease in the
specific activity of liver superoxide dismutase and catalase and there was no change in the
activity of liver glutathione peroxidase. An increase in the liver lipidic peroxidation was
observed after glyphosate exposure. The specific activity of acetylcholinesterase decreased in the
brain, but not in the muscle. It was not observed changes in plasma ions concentration. In
conclusion, the results of this study shows toxicity of the glyphosate, in the Roundup® Ready
formulation, to P. mesopotamicus, which alterations in the animal can compromise the process of

detoxification and tissue repair, which may lead the animal to death.
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1- INTRODUCAO

1.1 O ambiente aquético e sua contaminagao

A agua constitui uma das substancias essenciais a vida. Apenas 0,8% da agua do planeta
¢ de agua doce e seu multiplo uso, tais como abastecimento puablico, uso em industrias e
agropecudria, recreacdo e transporte o que tem contribuido para a contaminacdo dos corpos
d’agua, e pdem em risco a diversidade de plantas e animais no meio aquéatico. A fracdo de agua
doce com alguma forma de contaminacgdo € ainda desconhecida. Nestes ambientes, a quantidade
de solidos dissolvidos assim como sua composi¢cdo varia com sua localizacdo, estacdo do ano,
geologia local e atividade antropica. Um fator importante que influencia na dindmica dos
sistemas aquaticos € a precipitacdo pluvial; durante os periodos de chuva grandes quantidades de
particulas sdo carreadas pelas dguas, resultando na alteracdo da turbidez e quantidade de solidos
suspensos e, principalmente, na entrada de poluentes nos corpos d’agua (GOUVEA, 2004).
Assim, a contaminagdo dos corpos d’agua com residuos de agrotdxicos é uma das principais
preocupacles na preservacdo dos ecossistemas aquaticos. O conhecimento basico dos possiveis
efeitos que esta classe de xenobiotico pode causar no ambiente aquético é de grande importancia

como subsidio para acdes de politicas publicas e futuros programas de monitoramento ambiental.

Nas ultimas décadas os desmatamentos, os usos inadequados do solo e a utilizacdo de
agentes altamente toxicos na agricultura devido ao aumento das areas de cultivo tém contribuido
de forma sistematica para a contaminacdo dos ambientes aquéticos lentamente, porém continua,
via lixiviacdo e/ou dispersdo aérea (GUERESCHI, 2004). Além disso, a contaminacéo direta das
aguas superficiais tem ocorrido também devido ao uso de metais e/ou pesticidas que sdo
utilizados em sistemas de cultivo de peixes para o controle de algas e parasitos (ROMAO et al.,
2006) e herbicidas que tem sido utilizado, em lagos e reservatdrios, para controle de plantas
aquaticas (PITELLI, 1998).

Assim, produtos a base de glifosato estdo entre os herbicidas de amplo espectro mais
usados (GIESY et al., 2000). As propriedades herbicidas do glifosato foram descobertas em 1970
e as formulagdes comerciais para controle ndo seletivo de plantas daninhas foram introduzidas
pela primeira vez em 1974 (FRANZ et al., 1997). Atualmente, o glifosato representa 60% do
mercado mundial de herbicidas ndo-seletivos. Este herbicida atua como inibidor da atividade da

enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) que catalisa uma das reacbes de



sintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano inibindo a sintese desses
aminoacidos (CONNERS e BLACK 2004; RELYEA 2005; KOLPIN et al. 2006). O glifosato
tem sido empregado para eliminar plantas daninhas anuais ou perenes, sendo muito utilizado pela
eficacia, baixo custo e baixa toxicidade (AMARANTE Jr et al., 2002) e, atualmente, tem sido
frequentemente aplicado em sistemas aquaticos para controle de macrofitas.

As formulagOes de glifosato tém sido extensivamente investigadas pelo seu potencial de
produzir efeitos adversos em organismos ndo alvos (GIESY et al., 2000), entretanto, h4 poucos
estudos sobre a toxicidade aguda e cronica das formulacOes deste herbicida na biota aquatica.
Assim, os testes ecotoxicoldgicos em peixes e outros organismos nédo alvos, além da avaliacdo da
qualidade da &gua, sdo importantes para a determinacao de efeitos deletérios deste herbicida em
organismos aquaticos e na avaliacdo da eficacia de controle das macrdfitas alvos (FERREIRA,
2002).

Nos ultimos anos, o interesse sobre os efeitos que as substancias toxicas provocam na
salde dos peixes e de outros organismos aquaticos tem aumentado devido, principalmente, ao
desenvolvimento da aquicultura em regides proximas aos corpos d’agua e regifes de intensa
atividade agricola (PARMA de CROUX et al., 2002). Estudos sobre a toxicidade de herbicidas
em organismos aquaticos foram realizados em Oreochromis niloticus expostas ao paraquat
(BABATUNDE et al., 2001); em Tinca tinca exposta ao 2,4-D (GOMEZ et al., 1998) e em
Daphnia magna, Hyalella azteca, Chironomus riparius e Nephelopsis obsura (HENRY et al.,
1994), Ceriodaphnia dubia (TSUI e CHU, 2003) expostas ao glifosato. Em algumas espécies de
peixes neotropicais como o curimbata (Prochilodus lineatus) (LANGIANO e MARTINEZ,
2007), alevinos de jundias (Rhamdia quelen) (KREUTZ et al., 2008), o guaru (Phallocerus
caudimaculatus) (SHIOGIRI et al., 2010) a toxicidade do glifosato também foi avaliadas.

Considerando que a resposta biolégica a um xenobidtico ocorre em funcdo da
concentragdo e do tempo de exposicdo (RAND e PETROCELLI, 1985), a avaliacdo da
toxicidade aguda e cronica é importante para poder determinar os efeitos letais a organismos
expostos a altas doses de xenobidticos em curto periodo de tempo e os efeitos subletais a
exposicdo em concentragdes baixas, mas durante um longo periodo de tempo (OMOREGIE et
al., 1994). Alguns produtos quimicos mostram diferentes modos de a¢do a curto e a longo prazo,
0 que pode interferir no nivel de toxicidade aos organismos e nas alteracdes fisioldgicas

(AHLERS et al., 2006). O estresse agudo e cronico causado por xenobiéticos pode reduzir a



resisténcia dos peixes a patogenos e favorecer o aparecimento de doencas provocando alteracfes
quantitativas nos leucocitos do sangue (WEDELAAR BONGA, 1997), além de alterar as

variaveis sanguineas comprometendo o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos peixes.

Assim, a padronizacdo destes testes forneceu um meio eficiente e de custo moderado para
0 monitoramento dos efeitos potencialmente adversos de algumas substancias quimicas (RAND e
PETROCELLI, 1985). Além disso, os testes de toxicidade aguda ou cronica devem utilizar
preferencialmente espécies nativas da ictiofauna brasileira e dguas semelhantes as que essas
espécies vivem. Assim, testes com 4&gua reconstituida (padrdo internacional) que tem
concentracdes de sais mais altas que a maioria das aguas continentais do Brasil (ZAGATTO e
BERTOLLETI, 2006), ndo representa com fidelidade as aguas encontradas nos ambientes
aquaticos brasileiros. Resultado disso é que, em geral, os testes realizados com &gua reconstituida
mostram serem menos toxicos do que quando sdo utilizadas aguas moles e pobres em ions, como
as do Brasil (CERQUEIRA e FERNANDES, 2002; FERNANDES e MAZON, 2003;
MONTEIRO et al., 2006; BARRETO, 2006).

As informacGes cientificas sobre o efeito de xenobidticos em espécies nativas e, em
condi¢cdes mais realisticas (utilizacdo de agua local) sdo importantes para, experimentalmente,
estabelecer o grau de interferéncia em determinados 6rgdos e sistemas do organismo e seu
mecanismo de acdo, além de aperfeicoar os estudos de avaliacdo de risco e para prevenir efeitos
irreversiveis nas populacdes.

O estudo em nivel de individuos é importante para avaliar possiveis inferéncias na
populacdo e estabelecer os possiveis impactos negativos das moléculas dos herbicidas no
ambiente aquatico em nosso pais. O conhecimento das alteracdes dos padrbes enzimaticos e as
alteracdes da morfologia de brénquias e figado, 6rgéos essenciais no metabolismo energético,
podem subsidiar propostas e programas de monitoramento ambiental.

Neste estudo, foi utilizado o herbicida glifosato (N-phosphonomethyl glycine) que tem
amplo espectro de acdo, baixa seletividade, aplicacdo em pos-emergéncia e acado sistémica
(NEDELKOSKA e LOW, 2004) e, além disso, € uma molécula estavel em agua e ndo sofre
degradacdo fotoquimica (FAO/WHO, 1986). Apesar de ser citado como pouco toxico, ha
evidéncia de efeitos deletérios no ambiente apds seu uso prolongado, principalmente devido a
resisténcia adquirida por algumas espécies de ervas (AMARANTE Jr. et al., 2002).



O glifosato na formulacdo ‘“Roundup Ready” (RR) tem sido utilizado nos Estados
Unidos, Canada, Argentina e China, entre outros e tem especificidade para culturas Roundup
resistentes (RR), modificadas geneticamente. Em 2004, aproximadamente 13% da producéo de
milho, 85% da soja e 60% do algoddo dos EUA foram realizadas com variedades RR (DEYNZE
et al. 2004) e nos ultimos anos tem sido aplicado em plantas geneticamente modificadas (GM) no
Brasil.

No Brasil, o cultivo dessas plantas somente foi autorizado, em 2008, para cultivo em
estacdes experimentais (CTNBIo, 2008). A principal justificativa para utilizacdo de cultivares
RR € a otimizacdo da producdo, melhor controle de plantas daninhas, reducdo do numero de
herbicidas aplicados e eliminagéo das restrigdes para a rotagdo de culturas. Apesar de o glifosato
adsorver ao solo e ser considerado de baixo risco para ecossistemas aquéticos, ele pode atingir
corpos d’dgua por deriva da dispersdo aérea, escoamento superficial e lixiviagdo e a sua
liberacdo pode ser aumentada na presenca de fertilizantes de fosforo inorganico (PEREZ et al.
2007; SIEMERING et al. 2008).

Além disso, de acordo com a Monsanto (2005), a utilizacdo de algod&o, soja e canola RR
incluem o componente ambiental, pois o glifosato pode ser utilizado sem causar efeitos adversos
aos organismos ndo-alvos devido a sua ndo acumulacdo em mamiferos, aves e organismos
aquaticos. Entretanto, ha alguns questionamentos sobre os sistemas RR de producéo, incluindo
selecdo de flora infestante e desenvolvimento de populacGes resistentes ao glifosato, além dos
possiveis efeitos sobre o ambiente aquatico. A generalizacdo do uso do glifosato em grandes
areas e em intensidades maiores que as praticadas até entdo em plantas ndo geneticamente
modificadas aumenta o risco de o glifosato atingir corpos hidricos e afetar 0s organismos
aquaticos.

Esse herbicida, na formulacédo Roundup® Ready, pertence & classe toxicoldgica 11, sendo
considerado altamente toxico e a classe ambiental 111, produto perigoso (AGROFIT, 2008). Parte
do mercado do glifosato refere-se as culturas vegetais resistentes a este herbicida como milho,
soja e algodao. As contaminagfes dos sistemas aquaticos por produtos quimicos provenientes da
agricultura tém sido demonstradas por varios autores e, de uma forma geral, os herbicidas que
sdo utilizados para o controle de plantas daninhas, atingem e contaminam os corpos hidricos em
pequenas concentragdes (FARGASOVA, 1994; WONG, 2000).



1.2. Acao de xenobidticos em peixes

Os peixes s@o especialmente susceptiveis as variacbes ambientais e apresenta resposta
mais sensivel aos poluentes do que muitos mamiferos (MUNSHI e DUTTA, 1996). O contado de
um téxico com um organismo acarreta varias respostas fisiologicas e bioquimicas que podem ser
adaptativas ou levar a toxicidade (BEGUM, 2004). Em peixes, as branquias e o figado séo os
primeiros 6rgdos a sofrer a acdo dos xenobidticos e a metaboliza-los para posterior excrecdo. As
branquias atuam como a interface entre o animal e o seu ambiente, sdo os principais 6rgaos para
a respiracdo na maioria dos peixes, tém importante papel na regulacdo idnica e osmdtica e na
manutencdo do equilibrio &cido-base, os quais sdo continuamente ajustados em funcdo de
oscilagbes do meio interno e externo e constituem o sitio de tomada e depuracdo de
contaminantes. O figado é um modelo interessante para o estudo de efeitos de fatores ambientais
nas fungdes e estruturas hepaticas (MUNSHI e DUTTA, 1996). Este pode ser alvo de muitas
substancias toxicas, pois € o principal 6rgdo de detoxificacdo e possui intensa atividade
metabdlica. O sangue, como parte do sistema vascular, € o principal fluido que transporta tanto

nutrientes e os gases respiratorios quanto xenobioticos e metabolitos a todos os tecidos e 6rgéos.

As branquias, sendo os primeiros 6rgdos em contato com xenobidticos, sdo também os
primeiros 6rgdos a responder, direta ou indiretamente, a presenca dessas substancias na agua. O
epitélio respiratério, constituido pelas lamelas secundarias, representa a maior parte (96%) da
superficie das branquias (HUGHES, 1972) e tem a espessura de 1-8 um, dependendo da espécie,
0 que favorece a difusdo de poluentes do meio aquéatico para o sangue (FERNANDES e
MAZON, 2003, COSTA et al., 2007). As células-cloreto (CC), células mucosas (CM) e células
pavimentosas (CPV) que revestem o filamento branquial, representam a superficie do epitélio
ndo respiratorio (aproximadamente 4% da area total e tem papel na regulacéo idnica, osmotica e
acido-base (LAURENT e DUNEL-HERB, 1980, MORON et al, 2003, FERNANDES et al.,
2007). O namero e a distribuicdo destas células variam dependendo das caracteristicas quimicas
e fisicas do meio aquatico, incluindo os poluentes, e tém sido consideradas como uma resposta
morfologica em funcédo das alteracdes bioquimicas e fisiologicas do organismo (MAZON et al.,
2002, MORON et al., 2003, SAKURAGUI et al., 2003).

A avaliagdo das alteraces morfoldgicas em tecidos de peixes tem se mostrado ferramenta

sensivel para detectar os efeitos toxicos diretos de compostos quimicos em 6rgdos alvos e sdo



indicadores potentes da exposicdo a xenobidticos. Dentre as histopatologias nos diferentes
tecidos, estudos efetuados com glifosato tém evidenciado hiperplasia epitelial, edema, infiltracdo
de leucdcitos, hipertrofia das células-cloreto nas branquias e focos de fibrose no figado de carpa
(Cyprinus carpio) (NESKOVIC et al. 1996), proliferacdo do epitélio do filamento, hipertrofia e
fusdo lamelar e aneurisma nas branquias, vacuolizacgdo e picnose nuclear no figado e dilatacdo do
espaco de Bowman’s nos glomérulos dos rins de tilapia (Oreochromis niloticus)
(JIRAUNGKOORSKUL et al. 2002). Dependendo da extensdo dessas alteragcdes nos tecidos, a
funcdo do 6rgdo pode ficar comprometida.

O figado é o principal 6rgdo onde ocorre 0o metabolismo dos xenobidticos. O aporte
excessivo de xenobidticos pode alterar suas diferentes funcGes metabdlicas (metabolismo de
carboidratos e lipidios) e consequentemente na sua morfologia. Indiretamente essas alteracGes
podem interferir na atividade dos demais 6rgdos do animal como gonadas (alteracdo na producéo
de vitelogenina), masculos (suprimento de glicose durante atividade intensa), etc. (RUAS et al.,
2008).

A avaliacdo dessas alteracdes fisioldgicas, atualmente, é muito utilizada para documentar
e quantificar a exposicao e os efeitos de poluentes ambientais podendo até ser utilizados como
biomarcadores de exposicdo. Os biomarcadores de efeitos podem integrar efeitos de multiplos
estressores e auxiliar na elucidagdo dos mecanismos de agcdo (ADAMS, 1990).

Os processos bioquimicos representam 0s eventos mais precoces e mais sensiveis dos
danos causados por xenobidticos. Suas alteracdes entdo precedem as alteracdes morfoldgicas e
estdo associadas ao mecanismo de acdo dos xenobidticos ou aos processos de defesa do
organismo, como por exemplo, as defesas antioxidantes (MONTEIRO et al., 2006, RUAS et al.,
2008). A perturbagdo do balango pro-oxidante/antioxidante em favor dos pro-oxidantes é
chamada de estresse oxidativo, o qual pode induzir maiores taxas de peroxidagdo lipidica em
tecidos e danos celulares (SOUTHHORN e POWIS, 1988) e tém sido propostas como
indicadoras de estresse oxidativo mediado por poluentes (AHMAD et al., 2000, VAN DER
OOST et al., 2003). Assim, € importante determinar os efeitos desses produtos quimicos e
interpreta-los em termos bioquimicos, para delinear seus mecanismos de acgdo, e possiveis vias
de tornar os efeitos adversos menos severos (BEGUM, 2004). Esses eventos sdo os chamados
biomarcadores bioquimicos. Dentre os biomarcadores bioquimicos, 0s mais extensivamente

investigados sdo as enzimas envolvidas na detoxificacdo de xenobioticos e de seus metabdlitos,



ou seja, as enzimas de biotransformacao de fase 1 como a P450 (medida pelo ensaio EROD) e de
fase 2, como a Glutationa S Transferase (GST), além das enzimas envolvidas nas defesas
antioxidantes.

A biotransformacdo consiste na transformacdo de um composto lipofilico em um outro
hidrofilico, mais polar, tornando assim mais facil a sua excrecdo do que o composto original
(VERMEULEN, 1996). Este processo reduz a afinidade do xenobidtico por proteinas do plasma
e dos tecidos, pois compostos hidrofilicos tendem a ser menos permeaveis nas membranas
bioldgicas, sendo mais facilmente eliminados (HEATH, 1995). A consequéncia desse processo é
a diminuicdo do tempo de permanéncia de um xenobiotico no organismo e de sua toxicidade
(LIVINGSTONE, 1998).

Durante a biotransformacdo dos xenobidticos pelo citocromo P450 pode ocorrer a
formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e se ocorrer um desequilibrio entre a producéo
de ERO e as enzimas antioxidantes pode ocorrer a peroxidacdo e morte celular. As ERO
originam-se quando o processo de respiracdo aerébia € incompleto, por razdes fisioldgicas,
patoldgicas e/ou como resultado da acdo das enzimas de fase 1. Regularmente, as ERO atuam
como moléculas de sinalizacdo, porém, em altas concentracdes, tais moléculas podem ocasionar
0 estresse oxidativo. As ERO podem ser inativadas pelos sistemas de defesa antioxidante
celulares cujas enzimas chave sdo a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidade (GPx); todas elas abundantes nos tecidos de peixes (LACKNER, 1998).

A superoxido dismutase é considerada a primeira linha de defesa contra a toxicidade do
radical superdxido e encontra-se distribuida por todos os eucariotos (LEITCH et al., 2009). A sua
atividade catalitica consiste na reacdo de dismutacédo do radical superoxido (O;") em H,0 e H,0,:

20, + 2H" > H,0, + O,

A catalase pode ser encontrada em uma grande variedade de seres vivos sendo que nas
células animais ela se localiza nos peroxissomos. Ela é responsavel pela degradacdo do H,0, a
H,O e O, e essa reacdo se da rapidamente, aproximadamente 107 minutos. A enzima é
considerada um passo evolutivo extremamente importante, pois permitiu aos organismos
viverem em ambientes aerobicos (SCANDALIOS, 2005). Sua reacdo é a seguinte:

2 H,0, > 2H,0+ 0,



A glutationa peroxidase também degrada o perdxido de hidrogénio (H,0O,), utilizando a

glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons para o processo.

GSH + H,0, - GSSG + H,0
ou
GSH + ROOH - GSSG + H,O ROH

Essa enzima € uma alternativa eficiente para manter niveis baixos de H,O,, uma vez que
baixa atividade de catalase é encontrada no citosol (CORTELLA, 2010).

Os danos teciduais promovidos pelas ERO podem ser considerados proporcionais aos
niveis de lipoperoxidagdo tecidual (WILHELM FILHO, 1996) e diversos estudos ja
evidenciaram o aumento do nivel de lipoperoxidacao em varios tecidos de peixes expostos a uma
variedade de contaminantes (VAN DER OOST et al., 2003).

O sangue é o meio condutor de xenobi6ticos até os demais tecidos e 6rgaos. Alteracdes
no numero de células sanguineas e plasma podem indicar a condicdo fisiologica do peixe quando
em determinada situacdo ambiental (BANERJIE e HOMECHAUDHURI, 1990) tais como
temperatura (ANTHONY, 1961); concentracdo de CO, e O, (EDDY e MORGAN,1969;
SOLVIO e WESTMAN, 1973), poluentes (ENOMOTO, 1969; GARDNER e YEVICH, 1970;
MAC KIN et. al., 1970; HOUSTON, 1971; PICKFORD et. al., 1971) e/ou do meio interno como
hipdxia tecidual, infeccOes, etc. Além disto, distdrbios hematologicos e no equilibrio hidro-
eletrolitico constituem sinais caracteristicos de danos a saude dos peixes em virtude do
comprometimento da qualidade da agua.

O glifosato, seja como sal de amodnio ou sodio, € um organofosfato, com uma glicina
substituindo um grupamento fosfato que, em geral, caracteriza os inseticidas inibidores da
enzima acetilcolinesterase (AMARANTE Jr, et al., 2002). A acetilcolina é um importante
neutransmissor presente nos neurdnios colinérgicos e a enzima acetilcolinesterase (AChE), é
responsavel pela hidrolise da acetilcolina em colina e acido acético, limitando o tempo de acéo
desse transmissor na conducdo do impulso nervoso (HUGGET et al., 1992). Esta enzima é um
biomarcador para inseticidas organofosforados e carbamatos, mas além destes pesticidas ela
responde também a uma série de outros contaminantes, apresentando um grande potencial para a

avaliacdo e monitoramento ambiental (PAYNE et al., 1996).



2- OBJETIVOS
Os objetivos deste estudo foram:

1) Estimar a toxicidade aguda CL(1)50;48h do herbicida glifosato na formulagdo Roundup®
Ready para jovens de pacu (Piaractus mesopotamicus);

2) Avaliar efeitos fisiologicos e bioquimicos cronicos através da atividade da enzima
acetilcolinesterase em cérebro e musculo, variaveis hematoldgicas e ocorréncia de estresse
oxidativo em figado de pacu (Piaractus mesopotamicus) quando submetidos ao herbicida
glifosato na formulacdo Roundup® Ready, em testes de toxicidade cronica;

3) Avaliar a ocorréncia de alteracbes morfofuncionais no figado e branquias dos peixes expostos
ao glifosato na formulacdo Roundup® Ready, quando submetidos a testes de toxicidade aguda e
cronica;

4) Avaliar o efeito de glifosato na formulagdo Roundup® Ready sobre a atividade Na'/K*-

ATPasica de branquias.
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3. MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo dos experimentos, foram utilizados exemplares jovens de pacu (P.
mesopotamicus), com peso entre 40 e 60 g e comprimento entre 10 e 15 c¢cm, provenientes do
Laboratorio de Nutricdo do Centro de Aquicultura da UNESP, Campus de Jaboticabal, foram
aclimatados por 10 dias, de acordo com as recomendacdes da ABNT (2006), em tanques com
250 L, fluxo de agua e aeracdo constante a 26 + 1°C e fotoperiodo de 12:12h. Os peixes foram
alimentados a vontade, uma vez ao dia, com racdo comercial.

Os experimentos de toxicidade aguda e crénica foram conduzidos no Nucleo de Estudos
e Pesquisas Ambientais em Matologia (NEPEAM) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias da UNESP, Campus de Jaboticabal, devido a disponibilidade de salas de bioensaio
para a realizacdo dos testes de toxicidade aguda e um setor de mesocosmos com possibilidade de
simulacdo de condi¢des ambientais, onde foram realizados os testes de toxicidade cronica.

O produto testado foi o glifosato, na formulacdo Roundup® Ready, na concentragdo de
480 g glifosato.L™ fornecido pela Monsanto do Brasil.

3.1. Caracteristicas e importancia da espécie (Piaractus mesopotamicus).

De acordo com (HOLMBERG, 1887), a espécie Piaractus mesopotamicus apresenta a
seguinte classificacdo sistematica:

Classe: Osteichthyes

Subclasse: Actinopterygii
Infraclasse: Teleostei
Superordem: Ostariophysi
Ordem: Characiformes
Familia: Serrasalmidae
Subfamilia: Serrasalminae
Género: Piaractus
Espécie: mesopotamicus
O P. mesopotamicus (Figura 1) é uma espécie endémica da bacia do Tieté-Parana e

Parana-Paraguai com importancia comercial e ornamental. A espécie é onivora, rustica e precoce,
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tem carne saborosa e 6tima taxa de crescimento destacando-se como excelente para o cultivo em
sistemas intensivos (SILVA, 1985).

Figura 1. Exemplar de pacu (P. mesopotamicus)

3.2. Controle de sensibilidade e testes de toxicidade
3.2.1. Controle de sensibilidade

Para avaliacdo da sensibilidade dos animais foram realizados periodicamente ensaios de
toxicidade aguda com cloreto de potassio (KCI) G.A. 99,9% (ABNT, 2006).

Os organismos foram expostos a cinco concentracdes (1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 g.L ™) e um
controle, com trés repeticdes (ABNT, 2006). Os testes foram conduzidos em sistema estatico,
sem substituicdo e sifonagem de agua. O periodo de exposi¢do foi de 48 horas e 0s animais ndo
foram alimentados. A avaliagdo da mortalidade foi diéria, com a retirada dos peixes mortos dos
recipientes. A CL (50;48h) do cloreto de potéassio para o pacu foi estimada em 3,06 g.L™* com
limite inferior de 2,42 g.L™" e limite superior de 3,88 g.L™, valores estes semelhantes aos obtidos

em todos os testes de sensibilidade realizados no laboratorio (carta controle-Nepeam).

3.2.2. Testes de toxicidade preliminares
Os testes de toxicidade preliminares de toxicidade aguda com o glifosato na formulacéo

Roundup® Ready foram utilizados para determinar os intervalos de concentracdo em que
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ocorrem zero e 100% de mortalidade e, posteriormente esse intervalo foi utilizado nos testes
definitivos (ABNT, 2006).

Os ensaios foram conduzidos em sistema estatico, sem substituicdo e sifonagem de agua
durante o periodo de exposicdo dos peixes ao produto (48 horas). Os animais foram mantidos
sem alimentacéo e a avaliacdo da mortalidade foi diaria e com a retirada dos peixes mortos dos
recipientes.

A &gua utilizada nos ensaios foi a mesma na qual os peixes foram aclimatados, e seus
parametros foram mantidos inicialmente de acordo com as recomendac¢fes da ABNT (2006) com
temperatura de 26 + 2 °C; pH 7,00 + 0,5; oxigénio dissolvido superior a 4,0 mg.L™ ;
condutividade elétrica da 4gua em torno de 0,180 pS.cm™ e dureza variando entre 48 a 58 mg de
CaCOz.L™

3.2.3. Testes de toxicidade definitivos

Os ensaios de toxicidade definitivos (Figura 2A, B, C e D) foram conduzidos para a
determinacéo da toxicidade aguda CL(1)50-48h do glifosato na formulacdo Roundup® Ready,
para 0 pacu (Piaractus mesopotamicus). Para tanto, foram utilizados exemplares (n = 30) com
peso entre 49 e 55 gramas.

Os organismos foram expostos a quatro concentracdes (3,0; 3,5; 4,0; 4,5 mg.L™) e um
controle (auséncia de glifosato na agua), em triplicata. A agua utilizada nos ensaios foi da rede
de abastecimento local, proveniente de um poc¢o semi-artesiano, mantendo a mesma agua
utilizada para a aclimatacdo dos peixes. Os testes foram conduzidos em sistema estatico, sem
substituicdo e sifonagem de agua. O periodo de exposicdo foi de 48 horas e 0s animais ndo foram
alimentados. A avaliagdo da mortalidade foi diaria, com a retirada dos peixes mortos dos
recipientes.

As variaveis de qualidade de dgua se mantiveram praticamente constantes durante toda a
realizacéo do teste. O pH foi 7,24 + 0,25 no grupo controle e 7,29 + 0,14 na maior concentracao
testada, que foi de 4,5 mg de glifosato.L-*; o oxigénio dissolvido foi 9,76 + 0,69 mg.L™ no
controle e 8,99 + 0,43 mg.L™" na concentracéo de 4,5 mg.L™ e a condutividade elétrica foi 0,194
+ 0,006 uS.cm-* no controle e 0,200 + 0,022uS.cm-' na de 4,5 mg.L™" , de acordo com as
recomendacgdes da ABNT (2006).
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Os sinais clinicos de intoxicacdo dos peixes foram avaliados em 3, 6, 24 e 48 horas apds
o inicio da exposic¢do ao glifosato considerando-se 0s seguintes aspectos: capacidade de arfagem,
ou manutenc¢io na coluna d’agua, natacdo erratica, nivel de agressividade e agitacdo e posicao
ocupada pelo peixe na coluna d’agua (MURTY, 1988).

Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de regressdo linear para a

verificacdo da relacdo concentragdo-mortalidade e os valores da CL (I) 50-96h foram calculados
pelo método Trimmed Sperman-Karber (HAMILTON et al., 1977).

Figura 2. Procedimento experimental do ensaio de toxicidade aguda do glifosato, na formulacdo
Roundup® Ready para o pacu (Piaractus mesopotamicus). A) Caixa de aclimatacdo dos
animais em condicdo de bioensaio, com temperatura (28 + 2°C) e periodos de luminosidade
(12:12h) controlada B) Vista geral do experimento de toxicidade aguda na sala de bioensaio.
C) Detalhe do experimento de toxicidade aguda. D) Detalhe de um peixe em ensaio de

exposicdo aguda
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3.2.4. Teste de toxicidade cronica

A partir da CL(1)50;48h estimada para o pacu (P. mesopotamicus) foram determinadas as
concentracdes para a realizacdo do teste de toxicidade cronica, que foram 37; 75 e 750 pg.L™
seguindo os quocientes: CL50/100, CL50/50 e CL50/5, como recomendado por Lombardi
(2004). Os testes foram conduzidos em mesocosmos (Figura 3A) com capacidade de 400 L em
condicdo de campo. A agua utilizada nos testes foi da rede de abastecimento local, proveniente
de um poc¢o semi-artesiano.

As avaliacdes de qualidade de agua ocorreram nos dias 1, 3, 5, 7, 11 e 14 de exposi¢édo
aos herbicidas. As mensuracdes das varidveis de qualidade de agua foram a concentracdo de
oxigénio dissolvido (mg.L™), pH, temperatura da 4gua (°C) e condutividade elétrica (uS.cm™)
utilizando um sistema YSI 556 MPS da Yellowspring Co® e a avaliacdo do comportamento foi
realizada de acordo com Murty (1988). As varidveis praticamente ndo se alteraram ao longo do
periodo experimental: pH = 7,13 + 0.38 no controle, e 7,27 £ 0,52 na concentracdo de glifosato
de 0,75 mg.L™ (Q/5), o oxigénio dissolvido foi 8,41 + 0,75 mg.L™* no controle, e 8,11 + 0,65
mg.L™ na concentracdo de 0,75 mg.L™ (Q/5), a condutividade elétrica foi 0,168 + 0,02 pS.cm™
no controle, e 0,180 + 0,01 na de 0,75 mg.L™ (Q/5) e a temperatura foi 26,41 + 3,09 °C no
controle, e 27,13 + 3,47 °C na concentracdo de 0,75 mg.L™ (Q/5). Os teores de amdnia no inicio
do teste eram de 132,45 + 44,22 pg.L™, diminuindo para 43,35 + 18,53 pg.L™ no final do teste.
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X

Figura 3. Testes de toxicidade cronica. 'A) Vista geral‘ dos mesocosmos cotrole e
experimentais. B) Aplicagéo do glifosato nas unidades experimentais. C, D, E) Coleta
de tecido para analises histoldgicas e bioquimicas. F) Coleta de sangue para analises
hematoldgicas.

3.3. Coleta do material para analise bioquimica e histologica
Ao final do teste de toxicidade aguda os peixes foram mortos por sec¢do da medula e as
branquias e o figado foram removidos. Fragmentos destes tecidos foram imediatamente

congeladas a -80 °C para analises bioquimicas a ser efetuada posteriormente e outras sub-
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amostras foram fixadas em solucdo de Bouin e glutaraldeido 2,5% e posteriormente em
glutaraldeido 0,5% no tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,3 para a anélise histopatoldgicas e densidade
de células de cloreto nas branquias.

Ao final do teste de toxicidade crénica, uma amostra de sangue foi coletada dos peixes,
via puncéo caudal, armazenados em tubos de ensaio de 2 mL, tipo eppendorf, heparinizados, para
determinacdo das varidveis sanguineas. Posteriormente, os peixes foram mortos por seccdo da
medula e as brénquias, o figado, o cérebro e masculo foram removidos. Amostras destes tecidos
foram imediatamente congeladas a -80°C para analises bioquimicas a ser efetuada posteriormente
e outras sub-amostras de branquias e figado foram fixadas em Bouin e glutaraldeido 2,5% e
posteriormente em glutaraldeido 0,5% no tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,3 para a andlise
histopatologicas e densidade de células de cloreto nas branquias.

3.4. Analises morfofuncionais
3.4.1. Analises histopatoldgicas

As amostras fixadas em solugdo Bouin foram lavadas em &gua para a remocao do excesso
de fixador e armazenadas em alcool 70% e posteriormente foram desidratadas em série
crescentes de alcool, permanecendo por 1h em cada alcool (70, 80, 90 e 100%) perfazendo um
total de 4 horas, diafanizadas em xilol por 2 horas e embebidas e incluidas em parafina plastica
Histosec® (Merck) para imunohistoquimica. As amostras de branquias e figado fixadas em
solucdo aquosa glutaraldeido 2,5% (pH 7,3; 0,1M) e posteriormente em glutaraldeido 0,5%
foram desidratadas em série crescentes de alcool, permanecendo por 1h em cada alcool (70, 80,
90 e 95%) perfazendo um total de 4 horas, ap0s isso, imersas em alcool 95% com methacrilato
(Historesina Leica) por 4 horas e deixadas overnight somente em methacrilato (Historesina
Leica) e posteriormente incluidas em methacrilato. A seguir, foram efetuados cortes histoldgicos
das amostras incluidas em historesina com 3 um (Histopatologia) ou com 6-8 um das amostras
incluidas em parafina (imunohistoquimica), em sequéncia semi-seriada de um corte para 100 pm
de descarte, em um micrétomo automatico (Microm HM 360) com auxilio de navalhas
descartaveis. As seccOes para analise histopatologica foram coradas com azul de Toluidina
(branquias) e azul de Toluidina e fucsina basica (figado).

As analises histopatoldgicas do figado e branquias dos peixes expostos ao glifosato em
teste de toxicidade aguda e cronica foram efetuadas de acordo com Cerqueira e Fernandes
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(2002). Para tanto, foram avaliados 10 campos aleatdrios para cada amostra sob microscépio
optico (Olympus BX51) em aumento de 400x. As imagens foram fotodocumentadas com camara
de video acoplada para registro digital utilizando-se o software Motic Images Plus 2.0.

O tipo e a frequéncia de alteragbes histopatoldgicas foram registrados e os Indices de
Alteracdes Histopatologicas (IAH) foram calculados para cada 6rgao e condicdo experimental.
As alteracbes foram classificadas em trés estdgios progressivos baseados no grau de
possibilidade de restauracdo das lesGes: estagio I, lesbes ndo muito severas e que nao afetam o
funcionamento do 6rgao, reversiveis e pontuais; estagio Il, lesbes moderadamente severas e que
podem afetar o funcionamento do 6rgdo, podem ser irreversiveis, porém, em geral sdo pontuais;
e estagio 111, lesdes muito severas e normalmente irreversiveis onde o funcionamento do 6rgéao
fica muito prejudicado (Tabela 1). O IAH é o resultado da somatéria dos pesos dos diferentes

estagios (CERQUEIRA e FERNANDES, 2002).
i b C
[=10°Y a;+10" Y b +102 Y .
i=1 i=1 i=1
Onde a = alteracOes de estagio I, b = alteracOes de estagio Il e ¢ = alteracdes de estagio 111
e o valor de | € dividido em categorias: 0-10 funcionamento normal do 6rgéo, 11-20 danos leves
a moderado, 21-50 alteracdes moderadas a severas no 6rgao, 51-100 alteracdes severas no 6rgao

e >100 danos irreparaveis no 6rgao.
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Tabela 1. Alteracbes Histopatoldgicas em figado e branquias e respectivos estagios baseados no grau de
possibilidade de restauracdo das leses.

ALTERACOES
Estéagio | Estégio 11 Estéagio 111
Hipertrofia nuclear / celular Vacuolizacdo nuclear
Atrofia nuclear / celular Dege_neragao r]qclear/
citoplasmatica
Aumento da frequéncia do nimero Nicleos Picnéticos
de vasos
o Deformacdo do contorno nuclear / Auséncia de nucléolo / niicleo Necrose
<QE celular Focal
S Nucleos na periferia da célula Rompimento celular Necrose
w Total
Desarranjo dos cord@es hepaticos Estagnacdo biliar
Presenca de melanomacréfagos Ruptura de vasos
Vacuolizacdo citoplasmaética Congestéo
Gréanulos Eosinofilos
Hipertrofia do epitélio lamelar
Hiperplasia do epitélio lamelar
Congestdo vascular
Dilatagdo capilar

< N
3 Descolamento epitelial Aneurisma lamelar ecrose
> Focal
zZ - . iteli
Z Constricgo capilar Ruptura Eplt_ellal Necrose
o (hemorragia) Total
0

Proliferacdo de células cloreto

Proliferacdo de células mucosas

Fusao das lamelas

Edema
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Para a determinacdo do numero de células cloreto nas branquias foi utilizada a técnica de
imunohistoquimica especifica para a enzima Na+/K+-ATPase. Os cortes histologicos de 6 pm de
espessura foram montados em Iaminas. Apds o processo de desidratacdo no xilol e hidratacéo até
agua, as laminas foram lavadas duas vezes por 10 minutos em solucdo 0,1% TBS-T (TBS 0,1% e
1 mL de triton. pH=7,3-7,4). Para o blogueio de ligacdes nao-especificas, as laminas foram
incubadas durante 20 minutos em 20% de soro normal de cabra diluido em TBS-T. Em seguida,
as laminas foram incubadas com o primeiro anti-corpo (alfa 5) - Na ATPase diluido em 0,1%
TBS-T “overnight” em camara de incubagdo imida. Logo apos, as laminas foram lavadas duas
vezes, durante 10 minutos em TBS-T diluido, e incubadas com o segundo anticorpo, Goat
Antimouse (GAM), durante 1 hora em camara Umida. O processo de lavagem das ldminas foi
repetido para a incubagdo com peroxidase anti-peroxidase (PAP)/mouse, onde foram incubadas
durante 1 hora em camara Uumida. As laminas foram lavadas duas vezes por 10 minutos em
solucdo 0,1% de TB para a coloracdo com 3-3’- diaminobenzidina (DAB-Ni e H202). Para
interromper a reagdo, as ldminas foram lavadas em &gua destilada duas vezes por 10 minutos em
cuba de vidro sobre agitador magnético. Logo apds, seguiu-se o0 processo de desidratacdo do
material até xilol e as mesmas foram montadas para observacdo em microscopio éptico. Apos a
montagem, as laminas foram analisadas e o nimero de células-cloreto estimado utilizando um
microscopio de luz Olympus BX51 acoplado a um sistema de analise de imagem, e o software
MOTIC Images Plus 2.0.

A avaliacdo de glicogénio no figado foi efetuada por histoquimica para carboidratos
utilizando acido periddico e reativo de Schiff (PAS) e quantificado de acordo com a intensidade
de coloracdo: 0, células ndo coradas; 1, células pouco coradas; 2, células razoavelmente coradas

e 3, células muito coradas.

3.5. Analise bioquimica
3.5.1. Atividade da Na'/K*-ATPase branquial

Apos lavagem em solugéo salina 0,9% alguns filamentos branquiais foram separados dos
arcos branquiais e congelados (-80 °C) em tampéo SEI (Sacarose-EDTA-Imidazol, pH 7,4) para
posterior analise. Apos serem descongelados, os filamentos branquiais foram homogeneizados

em tampdo SEI com triton 0,1% e centrifugados a 11.200 g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi
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utilizado como fonte de enzimas e o contelddo de proteina foi determinado pelo método de
Bradford (KRUGER, 1994) e da atividade da Na*/K*-ATPase.

A atividade especifica de Na'/K'-ATPase foi determinada em aliquotas de
homogeneizados segundo Quabius (1997) e adaptado para leitora de microplaca. Em cada poco
da microplaca era colocado 7 uL do sobrenadante da amostra e 100 pL de tampéo Imidazol pH
7,4 contendo 3 mM de Na,ATP (Vanadium free). Em 3 pocos de cada amostra eram adicionados
100 pL de tampéo contendo KCI (1 mg.mL™) e nos outros 3 pocos, tamp&o contendo oubaina (1
mg.mL™). As amostras com o tamp&o foram incubadas durante 60 minutos a 25 °C, no escuro.
Apbs a incubacdo a reacao era interrompida pela adicdo de 200 pL de uma mistura 1:1 de TCA
8,6% e reagente de cor (0,66 mM H,SO,4 + 9,2 mM de molibdato de amonia + 0,33 mM de
FeSO,.7H,0) em todos os pocos, inclusive os brancos. A leitura foi feita em 595 nm em uma
leitora de microplacas MRX-HD (DYNEX TECHNOLOGIES, INC.) e a atividade da enzima foi

expressa em puM Pi/mg proteinas/h.

3.5.2. Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade de AChE cerebral foi determinada de acordo com o método modificado de
Ellman e colaboradores (1961). A mistura de reagdo consistiu de: acetiltiocolina 3,73 mM e
acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) 6,4 mM, como cromogénio (diluido com 100 mM de
tampdo fosfato de sodio, pH 7,5). As amostras de cérebro foram homogeneizadas em tampéo
fosfato 10 mM pH 7,0 em 50% de glicerina anidra (v/v) e centrifugadas a 21000 x g a 4 °C por
trés minutos, sendo o sobrenadante usado como fonte de enzima. O produto de reagdo foi lido em
412 nm por um minuto, a 25 °C, e a atividade expressa em unidades de acetilcolina hidrolisada
por miligrama de proteina. O coeficiente de extingdo molar (€41,=16,950 M™* cm™) utilizado foi
previamente determinado. Uma unidade enzimética foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para transformar UM de substrato por minuto.

3.5.3. Proteina nos homogeneizados de tecidos

A concentracdo de proteina total nos homogeneizados de tecidos utilizados nas
determinacfes enzimaticas foi realizada segundo o método descrito por Kruger (1994) com
leitura em 595 nm em uma leitora de microplacas MRX-HD (DYNEX TECHNOLOGIES,
INC.).
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3.5.4. Superoxido Dismutase total - SOD

A determinacdo da atividade de SOD é baseada na auto-oxidacdo do pirogalol, que é
inibido na presenca de SOD. Aliquotas de tecido foram homogeneizadas em tampédo de
homogeneizacédo, fosfato 10 mM pH 7,0 em 50% de glicerina (v/v) e diluidas apropriadamente
no mesmo tampao.

A determinacdo da superoxido dismutase era realizada em uma cubeta de 3 mL, onde
eram adicionados 200 pL de Tris HCL-EDTA 1M, pH 7,5 e um gradiente de volumes do
homogeneizado diluido, completando-se o volume para 1960 pL com &gua destilada. As
amostras eram entdo pré-incubadas a 25°C por 2 minutos. Em seguida, eram adicionados 40 pL
de pirogalol 10 mM (em HCI 10 mM). A variacdo da densidade Optica foi determinada em 420
nm, em reacles cinéticas de 2 minutos, com registros a cada 10 segundos. O calculo da
atividade da SOD foi feito sabendo-se que uma unidade (U) de SOD inibe 50% da auto-

oxidacéo do pirogalol.

3.5.5. Catalase - CAT

Amostras dos tecidos foram homogeneizadas em tampdo de homogeneizacdo tampéao
fosfato 10 mM pH 7,0 em 50% de glicerina (v/v) e diluidas apropriadamente, quando
necessario, no mesmo tampao. Eram adicionados 20 pL de etanol (95%) aos homogeneizados
diluidos para impedir a reversdo da atividade da enzima. Para ser feita a solu¢do de perdxido de
hidrogénio foi necessaria a determinacdo da concentracdo exata do estoque.

Para isso foi adicionado em uma cubeta de passo optico de 1 cm: 1,8 mL de tampéo fosfato
de sdédio 0,1 M pH 7,0 e realizada uma leitura optica em 230 nm, chamada de DO;. Apos essa
leitura foi adicionado a mesma cubeta 200 pL da H,0, estoque, diluido 100 vezes, e uma nova
leitura dptica foi feita e chamada de DO,. O célculo da concentra¢do se baseou na subtracdo
DO,-DO; e multiplicando-se por 141, dado que o { da H,O, é 0,071 e o volume final na cubeta
erade 2 mL.

A atividade especifica da catalase era entdo determinada adicionando-se em uma cubeta de
passo optico de 1 cm: 100uL de tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0; 900 pL de H,O, 50 mM
e agua destilada para completar 1950 pL. A mistura foi incubada por 2 minutos com um

volume apropriado de homogeneizado, em reacdo cinética, registrando-se os decréscimos de
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DOy3 a cada 10 segundos. O valor do coeficiente de extin¢cdo molar utilizado para os célculos
foi €= 0,071/mM.cm.

3.5.6. Glutationa Peroxidase — GPx

A atividade especifica da glutationa peroxidase foi determinada através da reacdo da
glutationa redutase e da oxidacdo do NADPH, utilizando-se o hidroperoxido como substrato.

Amostras dos tecidos foram homogeneizadas em tampdo de homogeneizagdo (tampéo
fosfato 10 mM pH 7,0 em 50% de glicerina (v/v), e em seguida, os homogeneizados foram
devidamente diluidos no mesmo tampdo. Para a determinacdo enzimatica foram adicionados a
cubeta de passo Optico de 1 cm: 100 pL de Tris-EDTA 1 M pH 8,0; 20 puL GSH 0,1 M; 100 pL
glutationa redutase 10 U/mL; 100 pL de NADPH 2 mM; 380 pL de azida sodica 2,6 pM; volume
apropriado de homogeneizado diluido e um volume de agua destilada para completar 970 pL.
Esta amostra foi pré-incubada por 2 minutos. Em seguida, foram adicionados 30 pL e t-butil
hidroperoxido 7 mM.

A oxidacdo do NADPH foi determinada por 2 minutos com registros de 15 em 15
segundos. O decréscimo da densidade dptica foi determinado contra um branco a 340 nm. O

valor do coeficiente de extingdo molar utilizado para os célculos é €,=6,20/mM.cm.

3.6. Peroxidacdo lipidica - LPO

Os niveis de lipoperoxidacdo tecidual foram quantificados utilizando o método FOX
(“Ferrous Oxidation-Xylenol Orange”), descrito por Jiang et al. (1992). Esse método consiste na
oxidagdo do Fe®* (sulfato ferroso amoniacal) a Fe™ pelos hidroperéxidos em meio 4cido na
presenca de xilenol laranja. Aliquotas das amostras foram tratadas com TCA 10% e foram
incubadas durante 30 minutos, a temperatura ambiente, com 900 pL de mistura reativa contendo
100 puM de alaranjado de xilenol, 250 pum de FeSO,4 25 mM de H,SO, e 4 mM de butil
hidroxitolueno diluidos em metanol 90% (v/v). As leituras de absorbancia foram feitas em 560
nm. Os niveis de LPO foram expressos em pmol hidroperédxido de lipidio por mg de proteina.
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3.7. Variaveis hematoldgicas

As amostras de sangue foram divididas e processadas de acordo com as analises
subsequentes. As variaveis hematologicas analisadas foram: ndmero de eritrécitos (RBC),
hematocrito (Hct), hemoglobina (Hb) e, posteriormente foram calculados os indices
hematimétricos. O RBC foi estimado utilizando uma camara de Neubauer; a determinacdo do
hematdcrito foi feita de acordo com a técnica de tubo capilar ou microhematécrito e a
concentracdo de hemoglobina total foi determinada utilizando o método colorimétrico da
cianometahemoglobina utilizando o reagente de Drabkin. Com os valores de RBC, Hct e Hb,
foram calculados os indices volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média

(HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular media (CHCM).

3.7.1. Hematdcrito

O hematdcrito foi determinado aplicando o método de microhematdcrito com tubo capilar
heparinizado de 75 nm, que depois de preenchidos com amostra de sangue foram vedados com
massa de modelar e centrifugados a 16128g por cinco minutos em uma centrifuga de
microhematdcrito FANEN, mod. 207/N para que os eritrécitos contidos no sangue total fossem
firmemente concentrados sem hemdlise. Um cartdo de leitura de hematdcrito foi utilizado para a

determinagéo do seu valor, em porcentagem.

3.7.2. Dosagem de Hemoglobina total ([Hb])

A concentragdo de hemoglobina total ([Hb] = g.100mL™) foi determinada a partir de
amostras de 10 pL de sangue total segundo o método de formacdo de cianometahemoglobina
(reagente de Drabkin) através da adicdo de ferrocianeto de potassio para a conversdo de Hb™-CN'.
Apos agitacdo, a solucdo diluida permaneceu em repouso por 15 minutos para que ocorresse a
hemolise. O contedo do tubo foi colocado em uma cubeta de acrilico. A leitura foi efetuada em
540 nm em um espectrofotdmetro SPECTRONIC GENESYS 5.

3.7.3. Contagem de eritrécitos (RBC)
Para a contagem de eritrocitos foram utilizados 10 puL de sangue da amostra em 2 mL de
solugdo de citrato formol, e transferido volume adequado para camara de Neubauer. Os

eritrocitos foram contados em cinco grupos de quadrados. O calculo se da somando o valor
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obtido nessa contagem dos cinco grupos de quadrados multiplicando por 10.000, que resultara

em namero de eritrécitos por milimetro cubico.

3.7.4. Volume corpuscular médio (VCM)

O célculo do volume corpuscular médio foi feito atraves da seguinte expressao:

VCM =Hct (%) x10 = um’ou fL M = milhdes
RBC (M/mL)

3.7.5. Hemoglobina corpuscular média (HCM)
O calculo da hemoglobina corpuscular média foi feito através da seguinte expressao:

HCM = Hb (g/dL)x 10 = pg/cel
RBC (n/mL)

3.7.6. Concentracgdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
O célculo da concentracdo de hemoglobina corpuscular média foi feito através da

seguinte expressao:

CHCM =HCM (pg) ou Hb(g/dL) = pg/fL oug/dL ou %
VCM (fL) Hct (%)

3.8. Anélise estatistica

Os dados de mortalidade dos peixes expostos as concentracfes de glifosato no teste de
toxicidade aguda foram submetidos a analise de regressdo linear y = ax + b e o valor da
concentracdo letal 50% (CL (1) 50-48h) foi estimada pelo metodo Trimmed Spearman-Karber
Hamilton et al. (1977). Os resultados obtidos da analise da enzima NKA, das enzimas do estresse
oxidativo e das variaveis hematoldgicas foram expressos como a média + o desvio padrdo da
média (SEM).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), para avaliar a
distribuicdo normal dos dados e as diferencas significativas entre médias dos grupos
experimentais.Para o teste de comparagdo de médias foi aplicado o teste de comparacGes
multiplas de DUNNET. O nivel de significancia aceito foi de 5% (P < 0,05) nos testes e as

analises foram efetuadas utilizando o programa GraphPad InStat Versao 3.0.
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4. RESULTADOS
4.1. TOXICIDADE AGUDA
4.1.1. Toxicidade aguda do glifosato na formulacdo Roundup® Ready para o pacu
Piaractus mesopotamicus

A relacdo concentracdo-mortalidade utilizada na determinacdo da concentracdo letal 50%
(CL(1) 50;48h) do glifosato (formulagdo Roundup® Ready) em P. mesopotamicus foi estimada
em 3,74 mg.L™, com limite inferior de 3,54 mg.L™ e limite superior de 3,95 mg.L™". Durante o
periodo de exposicdo ndo ocorreu mortalidade no controle. Apos 48horas de exposi¢do, em 3,0
mg.L™ ndo ocorreu mortalidade, em 3,5 mg.L™ ocorreu 16,67% de mortalidade, em 4,0 mg.L™
ocorreu 56% de mortalidade e em 4,5 mg.L™ ocorreu 100% de mortalidade.

Durante a exposigdo ao glifosato, os sinais de intoxicagdo mais frequentes apresentados
pelos peixes foram agitacdo e hiperventilacdo (aumento do batimento opercular) principalmente
no inicio dos testes, mostrando irritabilidade durante a administracdo do xenobidtico (Tabela 2).

Segundo a classificacdo de toxicidade aguda para organismos aquéticos de Zucker (1985)
o glifosato, na formulacdo Roundup® Ready, pode ser considerado moderadamente téxico para o
pacu (P. mesopotamicus), pois apresentou concentragdo letal 50% entre 1 e 10 mg.L™ (CL 50-
48h = 3,74 mg.L™Y).

4.1.2. Histopatologia, imunohistoquimica e atividade da NKA das branquias

As branquias dos animais controle apresentam organizacdo estrutural semelhante a de
outros teledsteos. O epitélio do filamento branquial é constituido de 7 a 10 camadas de células,
sendo que a mais externa é constituida por células pavimentosas, células de cloreto e mucosas. O
epitélio das lamelas é constituido por uma camada de células pavimentosas em contato com o
meio aquatico e uma camada de células indiferenciadas apoiada na membrana basal e no sistema
de células pilares por onde passa 0 sangue para as troca de gases (Figs. 4A, B e 8A)

A exposicdo aguda ao glifosato na formulagdo Roundup® nio causou alteracdes severas
no tecido branquial de P. mesopotamicus (Figs. 4C, D). As alteracfes branquiais mais frequentes
foram dilatagdo do sistema de células pilares e edema em animais expostos a 3,0 mg.L™,
hiperplasia do epitélio lamelar e proliferacdo de células mucosas (CM) em animais expostos a
3,0 e 3,5 mg.L™ e hipertrofia do epitélio lamelar em animais expostos a 3,5 e 4,5 mg.L™. Com

base na frequéncia das alteracbes nas branquias de pacus submetidos ao ensaio agudo de
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toxicidade foi calculado o indice de alteracdes histopatologicas (IAH), no qual: 0-10: lesdes que
ainda ndo afetaram o funcionamento normal do tecido, 11-20: danos leves a moderados do
tecido, 21-50: danos moderados a severos no tecido, > 100: danos irreparaveis no tecido. Os
indices de alteracdes histopatoldgicas (IAH) nas branquias foram calculados entre 0,29 a 1,06
(Tabela 5) o que indica funcionamento normal do 6rgao.

As células de cloreto (CC) com imunorreatividade positiva para Na'/K'-ATPase
apareceram distribuidas no epitélio das lamelas e filamentos das branquias de P. mesopotamicus
e sdo mostradas nas Figura 5 A, B. A densidade média de CCs variou de 134 a 1299 nas lamelas
e de 41 a 554 nos filamentos dos peixes do controle e ndo foi alterada significativamente em
nenhum tratamento experimental, variando de 664 a 1518 nas lamelas e de 195 a 295 nos
filamentos, apds exposicdo ao glifosato (Figura 5 C). A atividade de Na'/K*-ATPase branquial
apresentou um aumento médio de 225% nos tratamentos em relacdo ao controle, porém este

aumento nao foi significativo (Fig. 6 D).



Tabela 2. Sinais de intoxicagdo de P. mesopotamicus submetidos ao glifosato, na formulagdo Roundup® Ready, em ensaio de toxicidade aguda.

TESTE DE TOXICIDADE AGUDA
Sinais de intoxicagdo 3,0mg.L™ 3,5mg.L" 4,0 mg.L? 45 mg.L?
Horas de Exposicéo

3 |6 (1224 |36|48|3 (6 |12 |24 |36 (48 |3 |6 |12 |24 |36 (48 |3 |6 |12 |24 |36 |48

Fundo do aquério | X X X X

Batimento opercular | X X X X
lento

Agitacdo X [ X X | XX XX | X | X X

Hiperventilagdo X | X X X | X | X X | X X

Superficie (interface X X
agua/ar)
Meio da coluna X X X X
Coloragéo escura X | X
Prolapso labial X X X
Natac&o erratica X X
Dificuldade de se X X X
manter na coluna
d'agua
Espasmos X
Perda da capacidade X
de arfagem
Comportamento
letargico

X
X
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Figura 4. Fotomicrografia das branquias de pacu (Piaractus mesopotami stos ao glifosato, na
formulacdo Roundup® Ready durante - CL(1)50;48h. A) Controle. Visdo panoramica do filamento
branquial (F), lamelas (L) e seio venoso central (SVC). B) Controle. Detalhe do epitélio do
filamento e lamela mostrando células pavimentosas (CPV), de cloreto (CC). C e D) Exposicédo a
3,0 mg.L™ durante 48h. Note hipertrofia de células pavimentosas (Seta simples) e Hiperplasia do
epitélio do filamento (Seta dupla) e (C) proliferacdo de células cloreto em (D). Escala: 20 um.
Coloragéo: azul de toluidina.
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Tabela 3. Frequéncias de alteracdes encontradas nas branquias de pacu (P.mesopotamicus) submetidos ao
glifosato, na formulacdo Roundup® Ready, em ensaio de toxicidade aguda.

Concentracéao de Glifosato

ESTAGIO DAS x 1
~ LESOES (mg.L™)
ALTERACOE
GOES 0 3,0 3,5 4,0
Hipertrofia do epitélio lamelar 0 0 ++ ++
Hiperplasia do epitélio lamelar 0 ++ + 0
Congest#o vascular 0 0 0 0
Dilatago capilar 0 ++ 0 0
. iteli 0 0 0 0
ESTAGIO | Descolamento epitelial
Constrigao capilar 0 0 0 0
Proliferacéo de células cloreto 0 + + +
Proliferacéo de células mucosas 0 + + 0
Fusdo das lamelas 0 0 0 0
Edema 0 + 0 0
p i 0 0 0 0
ESTAGIO I1 Aneurisma lamelar
Ruptura Epitelial (hemorragia) 0 0 0 0
. Necrose Focal 0 0 0 0
ESTAGIO Il
Necrose Total 0 0 0 0

0 = ausente, + = pouco frequente, ++ = frequente, +++ = muito frequente
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Figura 5. A e B. Imunohistoquimica contra a enzima Na'/K*-ATPase para identificacdo das células de
cloreto (CC) nos filamentos e lamelas de pacu (Piaractus mesopotamicus) expostos ao
glifosato, na formulagdo Roundup® Ready, em teste de toxicidade aguda - CL(1)50;48h.
A) Tratamento controle. B) Tratamento exposto ao glifosato. Escala: 20 um. C) Células
cloreto/mm® de pacu imunocoradas contra a enzima Na‘/K*-ATPase. (barra preta:
filamento, barra cinza: lamela); D) Atividade da enzima Na'/K*-ATPase em branquias de
pacu [Resultados expressos em média + desvio padrdo da média].

4.1.3. Histologia do figado

O figado de peixes é um orgédo denso localizado ventralmente na regi&o cranial da cavidade
geral. Seu tamanho, forma e volume sdo adaptados ao espaco disponivel entre outros 6rgdos
viscerais (es6fago, estbmago, baco e intestino). Ele é constituido por tdbulos altamente
anastomosados, seu parénquima ¢ homogéneo e os hepatdcitos séo células com formato hexagonal,

0 nucleo é esférico, com um nucléolo central e inico (MUNSHI e DUTTA, 1996).



31

O figado dos peixes controle apresentou organizacdo em arranjo cordonal ao longo dos
capilares sinusoides. Os hepatdcitos de forma hexagonal, levemente arredondado, com ndcleo
central. (Figura 6A e 10A).

As alteracdes histopatoldgicas no figado dos peixes do controle do ensaio agudo foram
raras, sendo observada apenas vacuolizacéo citoplasmaética e granulos tipo eosinofilos (Fig. 6A). A
exposicdo ao glifosato na formulagdo Roundup® Ready causou numerosas alteracdes no tecido
hepatico que aumentaram em tipo de alteracdes e frequéncia com o aumento da concentracdo de
glifosato (Tabela 4, Figura 6). As alteracdes mais frequentes foram vacuolizacdo citoplasmatica
(fig. 6A, B, C, D), granulos citoplasmaticos, hipertrofia celular (Fig. 6B, C), deformagdo do
contorno celular e degeneracgdo celular (Fig. 6C, D), inclusbes de lipidios e focos de necrose (Fig.
6D); além de alteracBes nucleares como deslocamento do nucleo para a periferia da célula (Fig.
6B), deformacdo do contorno nuclear e auséncia de nucléolo e deformacdo do contorno nuclear
(Fig. 6C, D). A ocorréncia de lise da membrana celular ndo permitiu evidenciar a presenca da
membrana celular em algumas preparagdes.

As lesdes histopatoldgicas nos peixes expostos as concentracdes de 3,5 e 4,0 mg.L™
incluiram, ainda, desarranjo dos corddes hepaticos, hipertrofia e atrofia nuclear (Tabela 4, Fig. 6D).
A auséncia de nucleo ocorreu apenas em animais expostos ao glifosato na concentracdo de 4,0
mg.L™. Os indices de alteragdes histopatolégicas (IAH) calculados para o figado em peixes do
grupo controle indicou funcionamento normal do 6rgdo (Tabela 5), danos severos a moderados em
animais expostos a 3,0 mg L™ e severos e irreversiveis em peixes expostos a 3,5 e 4,0 mg L™.

A Tabela 4 apresenta as frequéncias das alteracdes encontradas no figado dos P.
mesopotamicus submetidos ao glifosato, na formulagdo Roundup® Ready, em testes de toxicidade
aguda (CL50-48h).
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DPNEA SR T T, v Sopia L Y. .
Figura 6. Fotomicrografia de figado de pacu (Piaractus mesopotamicus) expostos ao glifosato, na
formulagdo Roundup® Ready em teste de toxicidade aguda. A) Controle, hepatécitos
hexagonais em arranjo cordonal. B) Tratamento 3,0 mg.L™. C) Tratamento 3,5 mg.L™. D)
Tratamento 4,0 mg.L™. Pode se observar a auséncia de membrana celular do hepatécito no
tratamento com 4,0 mg.L™. Seta simples: vacuolizacdo citoplasmatica. Seta com asterisco:
granulos eosindfilos. Seta com tridngulo: deslocamento nuclear. Seta dupla: hipertrofia
celular. Seta com circulo: hipertrofia nuclear. Seta com quadrado: gordura. Seta larga:
degeneracao celular. Seta com losango: deformacéo da parede nuclear. Seta tripla: deformacéo
da parede celular. Seta circulo vazado: foco de necrose. Escala: 20 um. Coloragdo: azul de
toluidina e fucsina basica.
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Tabela 4. Frequéncia de alteragdes encontradas nos figados de pacu (P.mesopotamicus) submetidos ao
glifosato, na formulacdo Roundup® Ready, em teste de toxicidade aguda (CL 50-48h).

Concentracéao de Glifosato

ESTAGIO DAS LESOES ma. L
ALTERACOES - 3’% g 3?’5 0
Hipertrofia nuclear 0 0 + ++
Hipertrofia celular 0 + ++ +++
Atrofia nuclear 0 0 + +
Atrofia celular 0 0 0 0
Aumento da frequéncia do nimero de vasos 0 0 0 0
Deformacdo do contorno nuclear 0 + ++ ++
ESTAGIO | Deformagcdo do contorno celular 0 + +++ +++
Nucleos na periferia da célula 0 + ++ ++
Desarranjo dos cord@es hepaticos 0 0 +++ +++
Presenca de melanomacréfagos 0 0 0 0
Vacuolizacdo citoplasmatica ++ +++ ++ +++
Granulos Eosinofilos ++ + + +
Gordura + ++ ++ +++
Vacuolizagdo nuclear 0 + 0 +
Degeneragdo nuclear 0 + ++ +++
Degeneracdo citoplasmatica 0 + +++ +++
Ndcleos Picnéticos 0 0 0 0
Auséncia de nucléolo 0 + ++ +
ESTAGIO I Auséncia de nicleo 0 0 0 +
Rompimento celular 0 + ++ +
Auséncia de Membrana Celular 0 ++ +++ +++
Estagnacdo biliar 0 0 0 0
Ruptura de vasos 0 0 0 0
Congestéo 0 0 0 0
ESTAGIO I Necrose Focal 0 0 + +
Necrose Total 0 0 0 0

0 = ausente, + = pouco frequente, ++ = frequente, +++ = muito frequente.
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Com base na frequéncia das alteracGes nos figados de pacu submetidos ao teste agudo foi
calculado o indice de alteragdes histopatoldgicas (IAH), no qual: 0-10: lesbes que ainda nédo
afetaram o funcionamento normal do tecido, 11-20: danos leves a moderados do tecido, 21-50:
danos moderados a severos no tecido, > 100: danos irreparaveis no tecido. Assim, o figado dos
peixes expostos ao glifosato, na formulacdo Roundup® Ready, na concentracdo de 3,0 mg.L™
apresentaram danos moderados a severos no tecido e na concentracio de 3,5 e 4,0 mg.L™

apresentaram danos irreparaveis no tecido (Tabela 5).

Tabela 5. indice de alteragdes histopatologicas (IAH) de branquias e figado de pacu
(P.mesopotamicus) submetido ao glifosato em teste de toxicidade aguda.

IAH

Concentragoes Branquias Figado
Controle 0,29 1,69

38 3,0mg.L™ 0,77 22,67

?5’ 3,5mg.L™ 1,30 118.34

4,0 mg.L™" 1,06 135,84

A Figura 7 apresenta duas fotos de figado do pacu, com reacdo de PAS, representativas do
controle (Figura 7A), e um exposto ao glifosato. No teste de toxicidade aguda (CL 50;48h) ocorre
uma diminuicdo da concentracdo de glicogénio nos animais expostos ao glifosato na formulagéo

Roundup® Ready em relagdo aos peixes controles.
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Figura 7. Hepatécitos PAS-positivo para o glicogénio em figado de pacu (Piaractus mesopotamicus)
expostos ao glifosato, na formulacio Roundup® Ready em testes de toxicidade aguda —
CL(1)50;48h e cronica (14 dias). A) Tratamento controle. B) Tratamento exposto ao glifosato.
Escala: 20 um. C). Hepatdcitos PAS-positivo para o glicogénio mostrando intensidade de
coloragdo (unidades arbitrarias) em figado de pacu (Piaractus mesopotamicus) expostos ao
glifosato, na formulacdo Roundup® Ready em testes de toxicidade aguda — CL(1)50;48h.
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4.2. TOXICIDADE CRONICA
4.2.1. Degradacao do glifosato
Com a finalidade de verificar se a concentracdo de glifosato foi mantida durante todo o
periodo experimental, foi coletado amostras de agua das unidades experimentais ao longo do
ensaio de toxicidade cronica. As amostras foram acondicionadas em frascos plésticos e
submetidas a analise cromatogréfica. Os resultados (Figura 8) comprovam que a concentragdo de

glifosato manteve-se praticamente constante até o término do experimento.

concentragao de glifosato
100 -
90 — S ————
_—-'-"'-—..______-_
w0 \\
70 —
E 60
[T
g 0 0,037 pg/L
S 40 0,075 pg/L
&3 —0,75 pg/L
20
10
0
0DAA 7 DAA 14 DAA

Figura 8. Concentracdo de glifosato durante o periodo experimental crénico.

4.2.2. Variaveis hematologicas e plasmaticas

As variaveis hematoldgicas de pacu (P. mesopotamicus) expostos a concentracdes subletais
de glifosato durante 14 dias sdo mostradas na Tabela 6. Os valores de hematocrito (Hct) nédo
variaram significativamente em relagéo ao controle. A concentragdo de hemoglobina [Hb] o VCM,
HCM e CHCM aumentaram e o RBC diminuiu nos peixes submetidos ao glifosato nas

concentracdes de 75 pg.L™ e 750 pg.L™ em relagdo ao grupo controle.
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Tabela 6. Médias e desvios-padrdo das varidveis hematoldgicas e dos indices hematimétricos de
pacu (P.mesopotamicus) submetido ao glifosato em teste de toxicidade cronica.

Variavel Controle 37 |,lg.L'1 75 ug.L'1 750 pg.L'l
Hemoglobina
7,07+1,12 8,21 +1,16 9,07+233* 8,75+ 0,98
(g/dL)
Hematdécrito
) 27,45 + 2,98 28,25 + 2,58 29,35+ 1,35 29,4 +1,52
0
RBC
. 5 124,4 + 15,20 113,8 £ 16,91 93,65+12,13* 70,61+19,84*
(erit./mm®)
VCM
) 222,32 + 24,18 252,59 + 40,66 318,37 +45,1 469,22 +219,4 *
pm
HCM
4 57,12 + 7,98 72,94 £ 11,06 99,66 + 36,95 * 133,72+ 40,68 *
(pg.cel™)
CHCM
%) 25,74 + 2,81 29,08 + 3,22 30,83 +7,31 29,67 £3,05*
0

O (*) indica que houve diferenca significativa quando comparado ao controle (p<0,05).

As concentracdes de ions plasmaticos Na*, K e CI" e osmolalidade plasmatica do pacu
(Tabela 7) ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos, indicando que ndo houve alteracdo do
equilibrio idnico dos animais expostos ao glifosato, na formulacdo Roundup® Ready, em testes de
toxicidade crénica.

Tabela 7. Médias e desvios-padrdo da concentracdo de fons plasmaticos Na*, K* e CI e osmolalidade
plasmética de pacu (P.mesopotamicus) submetido ao glifosato em teste de toxicidade

cronica.
Variavel Controle 37 ug.L'1 75 pg.L"l 750 pg.L'l
Na"
183,1 + 23,88 204,1 £ 56,09 189,2 £ 42,74 179,33 + 28,00
(mEqg/L)
K+
4,46 + 0,74 4,57 +1,29 4,38 + 0,81 4,72 +1,08
(mEqg/L)
cr
166,6 + 5,74 159,63 + 6,76 151,36 + 14,76 155,42 + 9,77
(mEq/L)
Osmolalidade
269,22 + 12,08 265,2 + 3,08 273 + 3,08 274,37 £ 10,15

(MOsmol/Kg)
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4.2.2. Alteracdes morfofuncionais em branquias e figado

A exposicao ao glifosato na formulacdo Roundup® Ready em testes de toxicidade cronica
(14 dias) também ndo causou alteragdes severas no tecido branquial de P. mesopotamicus (Figs. 9
B, C e D). As alteragbes mais frequentes foram hipertrofia do epitélio lamelar em todas as
concentracdes utilizadas e hiperplasia do epitélio lamelar nas concentragdes de 0,0; 37 e 75 pg.L™.
Também foram observadas dilatacdo capilar (75 pg.L™), descolamento epitelial (75 pg.L™) e um
leve aumento na quantidade de células cloreto (0,0; 75 e 750 pg.L™) e células mucosas (750 pg.L"
1), porém foram alteragdes pontuais as quais ndo danificaram o tecido. Os indices de alteragdes
histopatoldgicas (IAH) nas branquias foram calculados entre 0,6 a 2,07 (Tabela 10), o que indica
funcionamento normal do érgéo.

A densidade média das células de cloreto (CC) com imunorreatividade positiva para
Na'/K*-ATPase variou de 222 a 3575 nas lamelas e de 2970 a 19370 nos filamentos do controle e
ndo foi alterada significativamente em nenhum tratamento, variando de 1328 a 4857 nas lamelas e
de 6750 a 9639 nos filamentos apds exposicdo ao glifosato na formulacdo Roundup® Ready durante
14 dias (Figura 10 A). A atividade da NKA dos peixes expostos ao glifosato, em relagdo ao
controle, aumentou em até 135% com o aumento da concentracdo de glifosato (Figura 10 B).
Apesar da correlacdo ser positiva entre atividade da NKA e concentracdo de glifosato os valores

médios ndo foram significativos.
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ao gifdsao, na
formulagdo Roundup® Ready durante 14 dias. A) Controle. Visdo panoramica do filamento
branquial (F) e lamelas (L). B) Exposicdo a 37 pg.L™ (CL 50/100). C) Exposicdo a 75 pg.L™ (CL
50/50). D) Exposicéo a 750 pg.L™ (CL 50/5). Seta simples: hipertrofia de células pavimentosas.
Seta com asterisco: hiperplasia do epitélio do filamento. Seta dupla: células cloreto. Escala: 20
pum. Coloragdo: azul de toluidina.
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Tabela 8. Frequéncias de alteragdes encontradas nas branquias de pacu (P.mesopotamicus) submetidos ao
glifosato, na formulacdo Roundup® Ready, em teste de toxicidade cronica.

ESTAGIO DAS
ALTERACOES

LESOES

Concentracéao dle Glifosato
(Hg.L ™)

o

37 75 750

ESTAGIO |

Hipertrofia do epitélio lamelar

+
+

+ +++

Hiperplasia do epitélio lamelar

+

Congestéo vascular

0

Dilatagéo capilar

Descolamento epitelial

+

Constricado capilar

Proliferacéo de células cloreto

+
+| O O Ol o ©o

Proliferacdo de células mucosas

Fusao das lamelas

Edema

ESTAGIO I

Aneurisma lamelar

Ruptura Epitelial (hemorragia)

ESTAGIO 11

Necrose Focal

Necrose Total

o O] O] O] o] ol O +| O] o] o o +
o O] O] O] O] o O O] o o ol o +
ol O] O] o] o] ol ol +| o©

o O] O] o] o o +

0 = ausente, + = pouco frequente, ++ = frequente, +++ = muito frequente.
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Figura 10. A) Células cloreto/mm® de pacu, expostos ao glifosato, na formulagdo Roundup® Ready, em
teste de toxicidade cronica — 14 dias, imunocoradas contra a enzima Na'/K*-ATPase. (barra
preta: filamento, barra cinza: lamela); B) Atividade da enzima Na'/K*-ATPase em branquias
de pacu [Resultados expressos em média + o desvio padréo].
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Os figados dos pacus expostos ao glifosato no ensaio de toxicidade crénica (Figura 11)
apresentaram com uma maior representatividade hipertrofia celular e nuclear, aumento da
frequéncia de vasos sanguineos, deformacdes de contornos de membranas, nicleos na periferia da
célula, vacuolizacdo citoplasmatica, granulos eosinéfilos e gordura. As frequéncias com que
apareceram estdo representadas na Tabela 9.

As alteracdes observadas sdo pouco prejudiciais para o funcionamento do 6rgdo. Outras
alteracbes observadas também foram atrofia celular, desarranjo dos cordfes hepaticos,
vacuolizacao nuclear, degeneracao nuclear e celular, rompimento celular e em alguns casos nao era
possivel visualizar a delimitacdo celular. Os indices de alteracdes histopatolégicas (IAH) no figado
foram calculados entre 2,07 a 55,43 (Tabela 10), acarretando, na maior concentracdo, em danos
moderados a severos no tecido.

N&o ocorreu diferenca na concentracdo de glicogénio no figado dos animais expostos ao

glifosato por 14 dias (Figura 12).
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Figura 11. Fotomicrografia de figado de pacu (Piaractus mesopotamicus) expostos ao glifosato, na

formulagdo Roundup® Ready em teste de toxicidade cronica — 14 dias. A) Controle,
hepatdcitos hexagonais em arranjo cordonal. B) Tratamento 37 pg.L™. C) Tratamento 75
pg.L™. D) Tratamento 750 pg.L™. Seta simples: granulos eosindfilos. Seta dupla:
deformacdo do contorno celular. Seta com asterisco: Aumento da frequéncia do nimero
de vasos. Seta com tridngulo: hipertrofia celular. Seta larga: deslocamento nuclear. Seta
com quadrado: gordura. Seta com circulo: vacuolizacdo citoplasmatica. Seta com
losango: degeneragéo citoplasmatica. Coloracéo: azul de toluidina e fucsina basica.

42
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Tabela 9. Frequéncias de alteracBes encontradas nos figados de pacu (P.mesopotamicus) submetidos ao
glifosato, na formulacdo Roundup® Ready, em teste de toxicidade cronica.

Concentracéao de Glifosato

ESTAGIO DAS LESOES Lt
ALTERACOES - 37(“9 )75 =
Hipertrofia nuclear 0 + + +
Hipertrofia celular 0 + ++ ++
Atrofia nuclear 0 0 0 0
Atrofia celular 0 + 0 0
Aumento da frequéncia do nimero de vasos 0 + ++ +++
Deformacdo do contorno nuclear + 0 ++ +++
ESTAGIO | Deformag&o do contorno celular 0 0 ++ +++
Nucleos na periferia da célula 0 + ++ ++
Desarranjo dos cord@es hepaticos 0 0 + ++
Presenca de melanomacréfagos 0 0 0 0
Vacuolizacdo citoplasmatica + + ++ +++
Granulos Eosinofilos + + + +
Gordura + + ++ +++
Vacuolizagdo nuclear 0 0 + +
Degeneracdo nuclear 0 + + ++
Degeneracdo citoplasmatica 0 + + +
Ndcleos Picnéticos 0 0 0 0
Auséncia de nucléolo 0 0 0 0
ESTAGIO II Auséncia de nicleo 0 0 0 0
Rompimento celular 0 + + +
Auséncia de Membrana Celular 0 + + +++
Estagnacdo biliar 0 0 0 0
Ruptura de vasos 0 0 0 0
Congestéo 0 0 0 0
ESTAGIO I Necrose Focal 0 0 0 0
Necrose Total 0 0 0 0

0 = ausente, + = pouco frequente, ++ = frequente, +++ = muito frequente.



Tabela 10. indice de alteracbes histopatologicas (IAH) de branquias e figado de pacu

(P.mesopotamicus) submetido ao glifosato em teste de toxicidade aguda e cronica.

Concentracoes IAH
¢ Branquias Figado
Controle 0,95 2,07
g 37 pg.L? 0,6 16,06
s 75 ug.L? 0,82 41,64
750 pg.L™? 2,07 55,43
3
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Figura 12. Hepatdcitos PAS-positivo para o glicogénio mostrando intensidade de
coloragdo (unidades arbitrarias) em figado de pacu (Piaractus
mesopotamicus) expostos ao glifosato, na formulagio Roundup®
Ready em testes de toxicidade cronica — 14 dias.

44



45

4.2.3 Atividade Enzimatica
4.2.3.1. Acetilcolinesterase - AChE

Os pacus submetidos ao teste de toxicidade cronica do glifosato, na formulagdo Roundup®
Ready, apresentaram reducdo na atividade especifica da AchE cerebral de 42, 3le 37% ,
respectivamente nas concentracio de 37, 75 e 750 ug.L™. A atividade da AchE no muésculo branco
de pacu ndo apresentou diferenca significativa. As médias e os desvios padrdes da atividade

especifica estdo representados nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13. Atividade especifica da acetilcolinesterase cerebral de pacu
exposto ao glifosato durante teste de toxicidade cronica (14 dias).
O (*) indica diferenca significativa quando compara com o0
controle (P<0,05).
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Atividade especifica da acetilcolinesterase muscular de pacu
exposto ao glifosato durante teste de toxicidade cronica (14 dias).
O (*) indica diferenca significativa quando compara com o
controle (P<0,05).
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4.2.3.2. Enzimas antioxidantes hepaticas

SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

47

Os tratamentos de 37 pg.L™ e de 750 ug.L™" apresentaram uma diminuicdo na atividade

especifica de SOD hepética de 52% e 50% respectivamente, em relacdo ao controle. As médias e

os desvios padrdes da atividade especifica estdo na Figura 15.

350

300

250

200

150

100

M/min/mg de proteina

50

SOD hepatica

*
3 I |
- -
0] 37 75 750

Concentragao de glifosato {pg.L!)

Figura 15. Atividade especifica da superoxido dismutase hepética de pacu
exposto ao glifosato durante teste de toxicidade crénica (14 dias). O
(*) indica diferenca significativa quando compara com o controle
(P<0,05).
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CATALASE

Apenas o tratamento de 750 ug.L™ apresentou uma diminuicdo significativa na atividade
especifica da catalase hepética do pacu de 76% em relacdo ao controle. As médias e os desvios

padrdes da atividade especifica da catalase hepatica estdo na Figura 16.
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Figura 16. Atividade especifica da catalase hepatica de pacu exposto ao
glifosato durante teste de toxicidade cronica (14 dias). O (*)
indica diferenca significativa quando compara com o controle
(P<0,05).
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GLUTATIONA PEROXIDASE

Os valores da atividade especifica da glutationa peroxidase hepatica ndo variou nos pacus
expostos ao glifosato no teste de toxicidade cronica. As médias e os desvios padrdes da atividade

especifica da glutationa peroxidase hepatica estdo na Figura 17.
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Figura 17. Atividade especifica da glutationa peroxidase hepética de
pacu exposto ao glifosato durante teste de toxicidade
crénica (14 dias). O (*) indica diferenca significativa
quando compara com o controle (P<0,05).



4.2.2. Lipoperoxidacdo hepatica
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Houve um aumento significativo de peroxidacao lipidica no figado de 81% na concentragédo

de 37pug.L™ e de 39% na concentracdo de 750 pg.L™ nos pacus expostos ao glifosato no teste de

toxicidade cronica. As médias e os desvios padrdes estdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Concentracdo de hidroperoxido de cumeno no figado de pacu
exposto ao glifosato durante teste de toxicidade crénica (14 dias). O (*)
indica diferenga significativa quando compara com o controle

(P<0,05).
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5. Discusséo

A toxicidade do glifosato na formulacdo Roundup® Ready para o pacu (P. mesopotamicus),
com concentraco letal 50 em 3,74 mg.L™, pode ser considerada moderadamente téxica (toxicidade
entre 1 e 10 mg.L™), segundo a classificacdo de Zucker (1985), que estabelece classes de
toxicidade aguda para organismos aquéticos.

O glifosato na formulacdo Roundup® Ready é mais téxico para 0 pacu que outras
formulacbes comerciais. A CL50 estimada para carpa comum, Cyprinus carpio (CL50;48h = 645
mg.L™ e CL50;96h = 620 mg.L™) (NESKOVIC et al., 1996), para a tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus (CL50;96h = 16,8 mg L *; (JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002), para o peixe mosquito,
Gambusia yucatana (CL50;96h = 17,79 mg.L™) (OSTEN et al., 2005), para o piaucu, Leporinus
macrocephalus (CL50;96h = 15,18 mg.L™) (ALBINATI et al., 2007) e para o curimbata,
Prochilodus lineatus (CL50;96h = 13,69 mg.L™) (LANGIANO e MARTINEZ, 2008) expostas a
formulacdo Roundup®; e para o guaru, Phallocerus caudimaculatus (CL50;96h > 975 mg.L™)
expostos a formulacdo Rodeo® (SHIOGIRI et al., 2010).

Embora a toxicidade do glifosato deva-se a sensibilidade das diferentes espécies a essa
molécula, parte dessa toxicidade pode ser atribuida aos compostos associados (surfactantes)
utilizados para aumentar a disponibilidade do herbicida no controle de plantas daninhas
(DIAMOND e DURKIN, 1997; AMARANTE et al., 2002; PEIXOTO, 2005), e que podem ser
mais tOXicos para outros organismos que o proprio herbicida (GIESY et al., 2000; TSUI e CHU,
2003).

O surfactante polietoxilato de taloamine (POEA) em Roundup® pode ser mais téxico para
peixes que o glifosato (GIESY et al., 2000), o que torna ecologicamente relevante a determinagéo
da toxicidade do glifosato nas diferentes formulagdes comerciais. O surfactante ou compostos
presentes na formulacédo Roundup® Ready ndo é ainda divulgado e a autorizagdo para o uso do
glifosato nessa formulagdo, no Brasil, aumenta o risco de contaminacdo do ambiente aquatico em
regibes em que a espécie P. mesopotamicus é endémica, uma vez que a concentracao letal 50%
estimada para essa espécie na formulacdo Roundup® Ready encontra-se proxima a concentracdes
ambientalmente realistica (3,7 mg glifosato L™) de acordo Giesy et al., (2000) considerando-se a
frequéncia usual de aplicacéo.

Para Mazon et al. (2002); Cerqueira e Fernandes (2002), Crestani et al. (2007), Mela et al.

(2007) a exposicdo a xenobioticos em geral, causa alteracbes histopatologicas em branquias e
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figado que podem afetar a fungéo desses 6rgaos dependendo da frequéncia e intensidade das lesGes
(BERNET et al., 1999).

Absorcao de quimicos toxicos pelas branquias € rapida e, por esse motivo, a resposta toxica
nas branquias também é rapida (MALLATT, 1985; EVANS, 1987 apud PANDEY et al., 2008).
Brénquias tém sido frequentemente utilizadas na avaliagdo de impacto de poluentes aquaticos
marinhos bem como habitats de agua doce (ATHIKESAVAN et al., 2006; FERNANDES et al.,
2007 apud PANDEY et al., 2008).

O pacu, P. mesopotamicus, expostos ao organofosforado (OP) trichlorfon apresenta
hiperplasia, congestdo sanguinea e edema (MATAQUEIRO et al. 2009) e quando exposto a outro
OP, 0 Azodrin®400, apresenta descolamento epitelial, deformacdes e degeneracdo de células pilares
nas lamelas respiratorias levando a formacdo de espacos sanguineos irregulares e congestdo
sanguinea, hiperplasia e fusdo lamelar (RUDNICKI et al., 2009).

Estudos efetuados com glifosato tém evidenciado hiperplasia epitelial, edema, infiltragdo de
leucacitos, hipertrofia das células-cloreto nas branquias de carpa (Cyprinus carpio) (NESKOVIC et
al. 1996) e proliferacdo do epitélio do filamento, hipertrofia e fusdo lamelar e aneurisma nas
branquias de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (JIRAUNGKOORSKUL et al. 2002), porém
neste estudo o glifosato causou apenas alteragdes que ndo comprometem o funcionamento do
6rgao, como hiperplasia e hipertrofia, indicando que o Roundup® Ready, nas concentracdes
utilizadas afetam pouco as branquias.

Considerando-se gque as concentracdes do teste agudo as quais 0s pacus foram expostos ao
Roundup® Ready sdo préximas a CL50;48h, as branquias exibiram poucas alteracdes
histopatoldgicas sugerindo que essa espécie apresenta uma capacidade de adaptacdo frente ao
glifosato e compostos associados na formulagdo estudada. As alteragfes mais frequentes
encontradas nas branquias de P. mesopotamicus expostos as diferentes concentracfes de glifosato
(3,0, 3,5, e 4,0 mg.L") evidenciaram as denominadas respostas de defesa caracterizadas por
hipertrofia e hiperplasia do epitélio lamelar, edema e proliferagéo de células mucosas conforme o
descrito por Mallat, (1985) e Cerqueira e Fernandes, (2002). Pois a hiperplasia e a hipertrofia das
lamelas aumentam a barreira agua-sangue e consequentemente, a distancia de difusdo até o sangue,
dificultando a absor¢do dos agentes toxicos. A proliferacdo de células mucosas pode resultar em
aumento na producdo e liberacdo de muco, o qual também auxilia na prevencdo da absorcdo do

toxico pelas branquias. No entanto, essas alteracdes dificultam as trocas gasosas.
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As alteracGes, apds exposicdo crénica, em que predominou a hiperplasia e hipertrofia do
epitélio lamelar evidencia também respostas de defesa. O fato das branquias desses animais
apresentarem menor nimero de alteracfes e também menos severas que a dos animais submetidos
aos testes de toxicidade aguda é devido as menores concentracdes utilizadas nos ensaios crénicos e
também o periodo de exposi¢do mais longo (14 dias) pode possibilitar recuperagdo das estruturas
branquiais.

As branquias de bagre quando expostas ao inseticida organoclorado endosulfan
apresentaram edema com levantamento do epitélio lamelar e hiperplasia do epitélio lamelar. Estas
alteracdes resultaram em aumento estatisticamente significativo da distancia de difuséo respiratoria
(NOWAK, 1992).

A exposicdo de P. mesopotamicus ao glifosato na formulacdo Roundup® Ready, nos
ensaios de toxicidade aguda e cronica ndo alterou a atividade da NKA evidenciando que o glifosato
ndo compromete essa enzima. A concentracdo dos ions plasméaticos também nédo foi alterada,
sugerindo que a homeostasia i6nica e osmotica foi mantida durante o periodo experimental. O
mesmo foi observado em Prochilodus lineatus quando exposto ao Roundup® (LANGIANO e
MARTINEZ, 2008).

As células de cloreto estdo diretamente relacionadas a absor¢do de ions em peixes de agua
doce (PERRY, 1997) e muitos herbicidas afetam a atividade dessas células. A Na'/K*-ATPase
(NKA) € uma enzima de membrana altamente conservada, essencial para a homeostase idnica a
niveis de célula e organismo (DANG et al., 2000). Essa enzima esta diretamente relacionada ao
transporte ativo de eletrolitos através das branquias (PARVEZ et al., 2006). Os xenobidticos
podem alterar a atividade da NKA devido a interrupgéo de energia produzida pelas vias metélicas
ou interagindo diretamente com a enzima (WATSON e BEAMISH, 1980). Reducéo da atividade
da enzima NKA foi observada nas branquias de salméo (Salmo salar) exposto a concentra¢fes de
2,0; 5,0 e 10,0 pg.L™ de atrazina (WARING e MOORE, 2004). Uner et al. (2005) observaram
aumento da atividade da NKA em branquias de tilapia (Oreochromis niloticus) quando expostas ao
organofluorado etoxazole.

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima do processo de transmissdo do impulso
nervoso, hidrolisando a acetilcolina em acetato e colina. Véarios contaminantes podem acarretar
alteracdes na atividade da AChE (FERRARI et al., 2007). Estudos mostraram que formulacGes
contendo glifosato podem inibir a atividade da AChE em peixes (GLUCZAK et al., 2006;
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MODESTO e MARTINEZ, 2010). A determinacdo da AChE é normalmente feita nos tecidos de
cerebro e musculo porque o sistema neuromuscular de peixes é principalmente colinérgico e sua
atividade € essencial para o seu funcionamento normal (PAYNE et al., 1996). Inibicdo da AChE
em cérebro produz alteragdes no comportamento e na hiperestimulacdo das fibras de musculo, o
que pode causar tetania, paralisia e morte (KIRBY et al., 2000). A AChE cerebral em peixes tem
sido estudada em maior profundidade do que a AChE muscular (FERRARI et al., 2007).

Neste estudo, 0s pacus submetidos ao glifosato, na formulagdo Roundup® Ready, em teste
de toxicidade crénica, apresentaram reducdo significativa da atividade de AChE cerebral. Tal
diferenca ndo foi observada no musculo branco. Modesto e Martinez (2010), observaram inibi¢éo
da atividade da AChE cerebral e muscular em Prochilodus lineatus quando expostos ao glifosato,
na formulacdo Roundup® Transorb. Rao (2006) também observou uma inibicéo da atividade da
AChE cerebral, branquial e muscular em tilapia (Oreochromis mossambicus) expostas ao inseticida
organofosforado RPR-11 (2-butenoic acid-3-(diethoxyphosphinothioyl) methyl Ester). Silva et al.
(1993) também observaram inibicdo da atividade da AChE em Callichthys callichthys expostos a
doses sub-letais de metil paration (Folidol 600).

A exposicdo de organismos a xenobioticos pode levar a um desequilibrio entre os niveis
de antioxidantes e pré-oxidantes, com o predominio destes ultimos (SIES, 1991). Esse processo ou
situacdo pode dar inicio ao estresse oxidativo nos sistemas bioldgicos, representado por
peroxidacdo de lipideos insaturados das membranas celulares, danos a proteinas e DNA, que
podem levar a alteracdo da expressdo génica e alteracdes nas atividades de enzimas antioxidantes,
receptores e transportadores de membrana. Todos estes processos, quando ndo reparados ou
evitados, alteram a funcionalidade das células, tecidos e 6rgdos, e podem culminar em danos
irreparaveis que podem levar o organismo a morte (SALVI et al., 2001; VALAVANIDIS, 2006;
CORTELLA, 2010).

O figado é o principal 6rgdo de desintoxicagdo do organismo e apresenta alta atividade
enzimatica. Este recebe um alto aporte de sangue e € um dos primeiros 6rgéos a ser afetados pelos
contaminantes na agua. Ele realiza varias fungdes associadas ao metabolismo de xenobioticos em
peixes (JIMENEZ e STEGMAN, 1990).

A catalase é responsavel pela remocdo do hidroperdxido de hidrogénio, o qual é
metabolizado em O, e agua (VAN DER OOST et al., 2003). Essa remocéo € importante para evitar

o0 aparecimento do radical altamente reativo OHe, que pode causar sérios danos ao DNA, enzimas e
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membranas (CORTELLA, 2010). A CAT e a SOD hepdtica, neste estudo, apresentaram uma
diminuicdo da atividade quando comparados com o controle. Essa inibi¢do pode ter sido devido a
um possivel aumento na concentracdo de radicais superdxido na célula, pois tais radicais sao
capazes de inibir estas enzimas e também a glutationa peroxidase (KONO e FRIDOVICH, 1982) e,
em consequéncia, pode gerar uma alta quantidade de perdxido de hidrogénio. Langiano e Martinez
(2008) ndo observaram alteracfes da atividade da CAT em figado de Prochilodus lineatus ao final
da exposicao de 96 h ao Roundup®. O mesmo foi observado para Rhamdia quelen também exposta
ao Roundup®, em exposicdo de 96 h (GLUSCZAK, 2007) e igualmente em outro estudo, também
utilizando a R. quelen e o Roundup®, em exposicéo de 8 dias (MENEZES, 2010).

A glutationa peroxidase € uma das enzimas chave para a manutencao do equilibrio redox
do organismo. Sendo assim, uma alta atividade desta enzima pode conferir uma protecdo mais
eficaz contra perdxidos gerados em condi¢fes oxidantes (DANTAS, 2010). Neste estudo, o pacu
exposto ao glifosato durante o teste cronico ndo apresentou diferenca significativa na atividade da
GPx, quando comparado ao grupo controle o que pode sugerir novamente que, essa espécie
apresenta uma capacidade de adaptacao frente ao glifosato, concordando com Moes (2010) o pacu
possui alta atividade de GPx sobre o perdxido de hidrogénio nas fragdes mitocondriais e
microssomais hepaticas sugerindo que essa espécie adquiriu ao longo de sua historia evolutiva
adaptacOes bioquimicas que o tornaram capaz de suportar o estresse oxidativo.

Modesto e Martinez (2010), estudando o Roundup® observaram uma reducdo da atividade
da SOD e GPx e a atividade da CAT permaneceu sem alteracdo em figado de Prochilodus lineatus.
O mesmo peixe quando exposto ao Roundup® Transorb, apresentou uma reducéo da atividade da
SOD da CAT e um aumento da atividade da GPx.

O figado € o principal 6rgdo de desintoxicacdo de xenobidticos e apresentou indmeras
alteracOes durante a exposi¢do aguda resultando em danos moderados a severos e irreparaveis que
podem comprometer a fun¢do do 6rgdo. A hipertrofia dos hepatocitos e hipertrofia nuclear, em
geral, indicam aumento da atividade celular, enquanto que, vacuolizagéo citoplasmatica e acumulo
de lipidios sugerem alteragdes na funcdo hepatica (TAKASHIMA e HIBYIA, 1995). Deformagéo
da parede celular e nuclear, auséncia de nucléolo e de parede celular, frequentemente observadas
em P. mesopotamicus, indicam inicio de processo de necrose que também alteram a funcgdo
metabolica dos hepatdcitos por efeito direto do poluente (OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2002).
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Os danos moderados a severos, mas sem a ocorréncia de danos irreparaveis no tecido
hepéatico apOs exposi¢cdo a concentracdes mais baixas por longo periodo sugere que nessas
concentracdes possivelmente o figado metaboliza o xenobidtico e reduz os danos teciduais. A
principal alteracdo observada e que diferencia da exposicdo aguda foi 0 aumento da freqtiéncia do
numero e dilatacdo de vasos sanguineos observado no figado sugere uma resposta associada a uma
maior metabolizacdo do xenobidtico, uma vez que ele é transportado pelo sangue e permite uma
adaptacdo aquelas condicdes ao longo dos 14 dias de exposicao.

As alteracdes histopatoldgicas também sdo observadas no figado de tilapia do Nilo (O.
niloticus) (JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002, 2003) e de Prochilodus lineatus (LANGIANO e
MARTINEZ, 2008) ap6s exposicdo aguda e cronica a concentracdes sub-letais de Roundup®, além
de alterac@es ultraestruturais no figado de C. carpio (SZAREK et al., 2000). Em outro estudo sobre
o glifosato, com bagre africano (Clarias gariepinus) em teste de toxicidade aguda, foi relatado
degeneracdo lipidica, vacuolizacdo lipidica severa, necrose hepética difusa e necrose nuclear
caracterizada por pequenos pontos escurecidos no nucleo, além de infiltracdo por leucdcitos
(AYOOLA, 2008). O figado de pacu, quando exposto ao trichlorfon em teste de toxicidade aguda,
apresenta perda da forma normal, deslocamento nuclear, fusdo celular, nucleos picnéticos, células
necroticas e células hipertrofiadas (Mataqueiro et al., 2009). Cyprinus caprio, quando exposto ao
glifosato em teste de toxicidade crénica (14 dias), apresentou alteracbes focais no figado
(NESKOVIC et al., 1996).

Rodrigues e Fanta (1998) sugerem ainda que exista uma sequéncia temporal das alteracdes
morfoldgicas em figado que comecam com a descentralizagdo de alguns nucleos de hepatdcitos e o
aumento da granulacdo de seu citoplasma, seguido por vacuolizacdo, pigmentacdo intensa do
citoplasma, necrose, invasdo de macro6fagos e aumento dos canaliculos.

A diminuicdo do glicogénio nos animais expostos ao Roundup® Ready, durante o teste de
toxicidade aguda, em relagdo ao tratamento controle evidencia a ocorréncia do consumo de
glicogénio possivelmente devido a mobilizacdo de energia pelo animal para o processo de
desintoxicacdo e/ou restauracdo de tecidos lesados enquanto que ap0s exposi¢cdo crbénica a ndo
diferenca quanto a concentracéo de glicogénio no figado pode estar relacionada ao fato deles terem
sido alimentados durante a exposicdo e/ou uma menor demanda energética associada a

desintoxificacdo e restauracdo dos tecidos. Além do fato dos efeitos dos herbicidas sobre os peixes
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variarem de acordo com a espécie, estagio de crescimento, com o produto, concentracdo do produto
e tempo de exposicdo (GLUSCZAK et al., 2007).

Em um estudo sobre o organofosforado Dimethoate 500 utilizando o Danio rerio observou-
se que esses peixes apresentaram mudancas morfoldgicas nos hepatocitos quando expostos durante
24 horas & dose subletal de 0,025ul.L™ do xenobi6tico, em testes agudos. Oito horas depois da
exposic¢do, foi observada uma alta densidade de células com granulagéo do citoplasma, assim como
necrose focal. A principal mudanca que ocorreu nas primeiras 24 horas de exposicao foi a perda do
tipico formato poligonal da célula e da deteccdo dos limites celulares, migracao lateral do nucleo,
forma e tamanho nuclear, condensacdo da cromatina e picnose, aumento da granulagéo
citoplasmatica seguida por vacuolizacdo (RODRIGUES e FANTA, 1998).

Mudangas no figado afetam diretamente 0 metabolismo do peixe diminuindo assim sua
capacidade de sobrevivéncia. Assim, com a saude debilitada eles podem ser facilmente predados,
terdo menor capacidade reprodutiva e podem perder a competicdo por espago e alimento
(RODRIGUES e FANTA, 1998).

As avaliacGes hematoldgicas em peixes ajudam a estimar os efeitos de produtos toxicos na
agua e demais alteracGes ambientais. Estas avaliacGes podem, da mesma forma, ser Uteis para
monitorar a salde do peixe (CLAUSS et al., 2008). Como as altera¢cdes hematoldgicas provocadas
por estressores ja estdo bem documentadas em peixes (SWIFT, 1981; ROCHE e BOCHE, 2000), a
hematologia tornou-se uma ferramenta Gtil no diagndstico de perturbacBes homeostaticas
(FELDMAN et al., 2000).

Nesse experimento, foi observado um aumento no VCM que pode ser devido a entrada de
agua nos eritrocitos. Apesar da diminuicdo no RBC, o Hct ndo se alterou apresentando apenas um
ligeiro aumento. Apesar da agua ndo apresentar teores baixos de oxigénio, 0 peixe apresentou
quadro de hipoxemia, observado pelo aumento da concentracdo de hemoglobina, que pode
aumentar a captura dessa molécula pelo eritrdcito e também pelo comportamento do animal em que
alguns apresentaram prolapso labial e muitas vezes, busca de oxigénio na interface agua/ar.
Embora tenham ocorrido alteracbes hematoldgicas, o mesmo ndo foi observado nos ions
plasmaéticos, alteragdes estas que também ndo foram observadas em Prochilodus lineatus quando
exposto a0 Roundup® (LANGIANO e MARTINEZ, 2008). Também em Prochilodus lineatus, o
diflubenzuron causou a reducdo do nimero de eritrocitos e contetdo de hemoglobina apos 96 horas
de exposicédo, provavelmente devido a hemdlise (MADUENHO e MARTINEZ, 2008).
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Diferentemente do observado nesse estudo, Glusczak et al., 2006 observaram uma
diminuigdo no hematdcrito, numero de eritrocitos e hemoglobina de Leporinus obtusidens expostos
ao Roundup® Original por 96 h. E Prochilodus lineatus quando expostos ao glifosato, na
formulacdo Roundup® Transorb apresentou um aumento no hematécrito e no nimero de eritrécitos
(MODESTO e MARTINEZ, 2010).
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6. Concluséo

Em conclusdo, os resultados do presente trabalho evidenciam que o glifosato na formulacéo
Roundup® Ready para P. mesopotamicus é moderadamente toxico.

A inducdo de alteracGes histopatoldgicas no figado, durante a exposi¢do aguda, indica
alteracfes na funcdo hepética as quais podem comprometer o processo de desintoxicacao e reparo
do tecido, podendo levar o animal a morte.

As alteracfes branquiais evidenciaram uma adaptacdo do organismo para evitar a entrada
do xenobidtico no animal.

O Roundup® Ready reduz a atividade da AChE em P. mesopotamicus. As alterages
enzimaticas observadas nos peixes submetidos ao teste de toxicidade crénica ndo comprometem a
sobrevivéncia do animal, porém em situacdes ambientais, na qual existem outros xenobioticos e
patogenos, ele esta mais propenso a lesdes e danos referente a contaminacgdes, pois seu mecanismo

de defesa pode estar comprometido.
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