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Resumo: A constante preocupagiao em otimizar a produtividade agricola frente a demanda aumentada
por alimentos, traz consigo uma crescente utilizacdo de pesticidas visando proteger as lavouras contra
pragas. Nos ultimos anos, com o aumento no uso de lavouras geneticamente modificadas, o glifosato se
tornou um produto indispensavel a agricultura, tornando-se um dos pesticidas mais utilizados ao redor
do mundo. Desta forma, aumentou também as preocupag¢des quanto a seguranga ambiental e publica do
uso deste pesticida. Assim o objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade do herbicida Roundup® WG
nas concentragdes 1,58 mgl. -1 e 5,0 mgl. ! no peixe Astyanax altiparanae. Os individuos foram expostos
pelo periodo de 120 horas (cinco dias) e, posteriormente amostras de sangue foram coletadas da veia
caudal para realizacao do Teste do Microntcleo Pisceo (MN) e alteragdes nucleares eritrocitarias (ANE).
Nossos resultados indicaram que os individuos expostos a concentra¢ao de 5 mgl-! foram os que apre-
sentaram significante indice de alteraces nucleares eritrocitarias. Frente a diversidade de substancias
potencialmente téxicas que acabam por alcancar e se acumular em ambientes aquaticos, conhecer os
efeitos destes agentes xenobidticos sobre as espécies ¢ fundamental para o monitoramento de ambien-
tes, visando guiar a¢Ges que minimizem a contaminag¢do e possivelmente regulamentar concentragoes
permitidas.

Palavras-chave: Roundup® WG; Alteracoes nucleares eritrocitarias; Pesticida.

Cytotoxic effects of a glyphosate-based herbicide in fish
Astyanax altiparanae Garutti & Britski, 2000

Abstract: The constant concern to optimize agricultural production in the face of increased demand for
food, brings with it an increasing use of pesticides to protect crops against pests. In last years, with the
increase in the use of genetically modified crops, glyphosate has become an indispensable product for
agriculture, becoming one of the most used pesticides around the world. This has also raised concerns
about the safe use of this pesticide. Thus the objective of this study was to evaluate the toxicity of the
herbicide Roundup® WG at concentrations 1.58 mgl.'! and 5.0 mgl-! on the fish Astyanax altiparanae.
The individuals were exposed for a period of 120 hours (five days) and blood samples were collected
from the caudal vein for the piscine micronucleus test (MN) and erythrocyte nuclear abnormalities
(ENA). Our results indicated that Roundup® WG presented a mutagenic potential at the concentration
of 5 mgl.-!, based on index of erythrocyte nuclear abnormalities. In view of the diversity of potentially
toxic substances that eventually reach and accumulate in aquatic environments, to understand the ef-
fects of these xenobiotic agents on on species is fundamental for the monitoring the environment
aimed lead actions that minimize contamination adjusting permitted concentrations.

Key-words: Roundup® WG; Erythrocyte nuclear abnormalities; Pesticide.
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INTRODUGCAO

O ambiente aquatico possui uma organi-
zagao altamente complexa. Todos os ecossis-
temas que compoe esse ambiente sao muito
dinamicos possuindo uma estreita interagao
entre os seus constituintes, tanto bidticos co-
mo abiéticos (RAND et al., 1995). Cada vez
mais o0s ecossistemas aquaticos véem sendo
impactados, pois constituem os compartimen-
tos finais de varios produtos gerados através
das atividades antrépicas (TOMITA; BE-
YRUTH, 2002). Atualmente o Brasil enfrenta
grandes problemas de deterioragao das mais
diversas fontes de agua disponiveis. Fontes de
poluicdo podem trazer sérias consequéncias a
vida aquatica, ja que quando uma substancia é
depositada em um ambiente de forma conti-
nua, pode levar a sua acumulagdo em niveis
suficientes para se tornarem toxicos aos ani-
mais que o habitam. Neste cenario, frente a
crescente produgao agricola, os agrotéxicos
representam perigosos contaminantes deriva-
dos da agdo humana que acabam por se acu-
mular em ambiente aquatico (GRISOLIA,
2005). O Estado do Parana é o terceiro maior
consumidor de agrotéxicos do Brasil, e junta-
mente com Sao Paulo e Minas Gerais respon-
de pelo consumo de 50% de todos os agroto-
xicos utilizados na América Latina (SIAGRO,
2012).

Os agrotoxicos (herbicidas, fungicidas,
inseticidas) sao misturas quimicas muito com-
plexas e heterogéneas. O glifosato [N-
(fosfonometil) glicina] ¢ um herbicida de am-
plo espectro largamente utilizado, que expan-
diu suas aplicagdes em variedades vegetais ge-
neticamente modificadas para tolerar o trata-
mento (BAYLIS, 2000; MONSANTO, 2005).
Este herbicida sistémico inibe o crescimento
de plantas ao interferir na produ¢ao de amino-
acidos aromaticos, como fenilalanina, tirosina
e triptofano, comprometendo a sintese protei-
ca (FAUS et al.,, 2015). Roundup® é o nome
comercial de um herbicida no qual o glifosato
¢ formulado como sal de isopropilamina e
uma amina surfactante que facilita a absor¢ao

pelas folhas (BRADBERRY et al., 2004). A
clara identificacao do xenobidtico é crucial em
estudos toxicolbgicos diante das diferencas de
toxicidade entre as formulacoes. A formulacio
original de Roundup® (MON 2139) contém
480 ¢l! de glifosato, embora outras formula-
¢Oes sao igualmente comercializadas variando
a forma do glifosato, concentragdes e sistemas
surfactantes, como em Roundup® WG, cuja
formulagdo apresenta a maior concentragao
do ingrediente ativo comercializada (792,5
gikgh).

A espécie nativa Astyanax altiparanae
(GARUTTTI; BRITSKI, 2000) (Characiformes,
Characidae), anteriormente chamada de As#ya-
nax bimaculatus, é encontrada na bacia do alto
Paranda (LIMA et al., 2007) e rio Iguacu
(BAUMGARTNER et al., 2006). Espécie con-
siderada herbivora, mas pode também se ali-
mentar de insetos terrestres e fragmentos de
peixes (DELARIVA, 2002). Representam
bons bioindicadores para o monitoramento,
uma vez que podem metabolizar, concentrar e
armazenar poluentes transmitidos pela agua
(AL-SABTI, 1991). Esta espécie ¢ inclusive
citada pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) como
uma espécie que vem sendo utilizada intensa-
mente como modelo experimental em varias
areas (CONCEA, resolucao normativa n.34,
2017).

Micronucleos sao fragmentos cromosso-
Mmicos Ou Cromossomos acéntricos que nao
foram incorporados ao nucleo principal apds a
divisao celular, permanecendo como estrutu-
ras extra-nucleares (BOMBAIL et al., 2001).
Adicionalmente anormalidades na forma do
nucleo podem ser uma manifestacio dos efei-
tos de xenobibticos e assim representam uma
abordagem alternativa para se analisar citoto-
xicidade (FERRARO et al., 2004). No Brasil,
estudos de mutagenicidade com espécies nati-
vas representam um esfor¢o importante para
determinar os efeitos potenciais de agentes
téxicos na ictiofauna.
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Assim, para obter maiores informagdes sobre a
ameaga a peixes neotropicais imposta pelo uso
de pesticidas a base de glifosato, o presente
estudo utiliza A. a/tiparanae como bioindicador
para avaliar a genotoxicidade de Roundup®
WG apds exposicao aguda as concentragoes
sub-letais do herbicida.

MATERIAL E METODOS
Bioindicadores

Sessenta espécimes de lambari (Astyanax
altiparanae) pesando em média 11,35 £ 3,17¢g
foram adquiridos no Centro de Piscicultura da
Universidade Estadual do Parana, campus de
Unido da Vitéria. Os peixes foram divididos
aleatoriamente em trés aquarios (20 individuos
por tratamento) de 60 L de 4gua filtrada (21 £
2°C) sob aeracio e o fotoperiodo de 12/12
horas. Antes dos testes de toxicidade os peixes
foram aclimatados por quatro dias e alimenta-
dos a cada 48 horas, exceto durante o experi-
mento. Os procedimentos do presente estudo
estao em concordancia com normas do Comi-
t¢ de Ftica em Experimentacio Animal da
Universidade Estadual do Parana.

Desenho experimental

Apbs aclimatados os peixes foram ex-
postos ao Roundup® WG (79,25% de glifosa-
to) (Monsanto do Brazil Ltda) adquirido no
comércio local. E um produto de classe toxi-
colégica III (medianamente toxico) e classe de
periculosidade ambiental III (perigoso ao meio
ambiente) (http://www.monsantoglobal.com/

global/br/produtos/Documents/roundup-wg
-monsanto-bula.pdf). Divididos em trés gru-

pos, os peixes foram assim distribuidos:
(CTRL) controle negativo; (G1) concentracao
de 1,58 mgli! de Roundup® WG
(correspondente a 1,25 mgl! de glifosato);
(G2) concentracao de 5,0 mgl! de Roundup®
WG (3,96 mgl.! de glifosato). Ambas as con-
centracdes do contaminante foram administra-
dos por via hidrica, ou seja, foram misturados
a agua do aquario, e a duraciao dos bioensaios
foi de 120 horas. As concentracGes administra-
das foram baseadas em concentragoes ja testa-
das de formulagoes de Roundup® em testes
genotoxicos em peixes (FERRARO, 2009,
MORENO et. al., 2014), visando assim com-
paragoes com a formulagdo de maior concen-
tracao comercializada deste herbicida. Durante

o experimento a agua fol continuamente mo-
nitorada para a temperatura, oxigénio dissolvi-
do, pH e condutividade. O bioensaio foi semi-
estatico, trocando cerca de 1/3 da 4gua a cada
24 horas com reposi¢ao proporcional do con-
taminante. Imediatamente depois de retirados
do aquario cada individuo foi anestesiado com
benzocaina 0,02% (etil-ester-3-acido amino-
benzobico), conforme recomendacdes éticas. O
sangue periférico foi entao coletado a partir da
veia caudal com uma seringa heparinizada de 1
ml., e cerca de 15 pl. foram colocados sobre
uma lamina limpa e feito um esfregaco. Apos
secar foram fixadas em dlcool 96% e coradas
com corante Giemsa 5% em tampio fosfato

pH 6,8,

Teste do micronucleo pisceo e analises
estatisticas

Conforme Schmid (1975) 1.000 eritréci-
tos de cada individuo foram examinados em
aumento de 1.000X e classificados conforme a
presenca de micronicleos (MN) e/ou altera-
¢Oes nucleares eritrocitarias (ANE), manifesta-
das como mudangas da forma normal eliptica
do nucleo. A frequéncia de micronicleos e de
outras anomalias morfoldgicas nucleares foi
comparada entre os grupos contaminados e
controle através da analise de variancia
(ANOVA) oneway. Havendo diferencas entre
os tratamentos, estas foram analisadas pelo
teste Student-Newman-Keuls. A decisao por
usar testes paramétricos foi baseada na norma-
lidade e homogeneidade da variancia. Resulta-
dos com p < 0,05 foram considerados estatis-
ticamente significantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os cinco dias do experimento
nao foi observada mortalidade de nenhum in-
dividuo. Silva Filho (2010) com a formulagao
original (Roundup®) estabeleceu para Astyanax
bimaculatus a concentracao letal (CLso) de 14,0
mgl! no periodo de 96 horas, enquanto DIS-
NER et al. (2011) também com com Roun-
dup® em Astyanax altiparanae determinou uma
CL75 de 9,6 mgl!. Uma vez que Roundup®
WG ¢é 65% mais concentrado do que a formu-
lagao original, proporcionalmente a maior con-
centracao testada no presente estudo (5,0 mgl.-
1) ndo se aproxima destas concentragdes letais,
o que justifica a auséncia de mortalidade.


http://www.monsantoglobal.com/global/br/produtos/Documents/roundup-wg-monsanto-bula.pdf
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Em contrapartida ambas as concentragoes
testadas no presente estudo sio superiores ao
valor maximo permitido tanto pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente resolucao
357/2005 (65 pgl-!, para dguas de Classe 1),
quanto pela Organizagio Mundial de Sadde
(1,0 mgl.1).

Espécies do género Astyanax sao en-
contradas numa grande diversidade de ambi-
entes aquaticos, reflexo de uma ampla distri-
buicdo geografica. Apresentam boa sensibili-
dade na avaliagio de efeitos genotdxicos de
xenobiobticos, representando bons bioindica-
dores  para  contamina¢do  ambiental
(RAMSDOREF et al., 2012; CORT; GHISI,
2014; GHISI et al., 2014). A. altiparanae no
presente estudo, confirmou essa peculiaridade
ao indicar maior frequéncia de altera¢oes nu-
cleares quando submetida as concentragoes
teste de uma formulacio comercial do herbi-
cida glifosato. Na analise de eritrocitos perifé-
ricos em A. altiparanae nio foi detectada a pre-
senca de MN, embora ANE foram encontra-
das (Figura 1) e sua frequéncia mostrou-se
elevada estatisticamente apenas entre G2 (5,0
mgl") e os demais tratamentos (p < 0,01)
(Figura 2). Este resultado esta de acordo com
o de Cavalcante et al. (2008), no qual o teste
de MN em eritrocitos de Prochilodus lineatus

A B

nao indicou algum efeito genotoxico na con-
centracio de Roundup® (10 mgl. 1), corres-
pondente a 4,1 mgl.! de glifosato. Igualmente
em Carassius anratus, sendo 5 mgl.-! a menor
concentracao de glifosato capaz de induzir
um aumento significante de eritrocitos micro-
nucleados apdés 96h de exposicio (CAVAS;
KONEN, 2007). Ferraro (2009) estudando
Astyanax bimacnlatus (A. altiparanae) expostos
também a concentracio de 1,58 mgl.! de
Roundup®, detectou diferencas estatisticas
quanto a frequéncia de MN e ANE somente
apos 15 dias de exposi¢ao. Portanto, mesmo a
formulacio de Roundup® WG sendo 65%
mais concentrada, em compara¢io com
Roundup®, cinco dias de exposi¢cio nio fo-
ram suficientes para causar danos relevantes.
Uma vez que a meia-vida do glifosato tem
média de 92 dias em agua e 47 dias no solo
(VENCILL, 2002; TOMLIN, 2006) mesmo
em pequenas concentragoes a eXposi¢ao pro-
longada ao glifosato pode originar danos ao
material genético, porém o biomarcador utili-
zado no presente estudo nao foi capaz de de-
tecta-los. Vale ressaltar também que a fotode-
gradacdo do glifosato na agua ¢é relatada como
insignificante sob luz natural (CASTLE; RU-
70; KATHERYN, 1990 ).

D

.

Figura 1. Exemplos de eritrocitos de Astyanax altiparanae com motrfologia normal (A) e com alteragoes
morfolégicas: notched (B-C) e lobed (D). Coloracao com Giemsa. Barra = 50um.

A formacio de MN e/ou ANE em célu-
las em divisao ¢é o resultado da quebra de cro-
mossomos devido a lesdes nao reparadas, mal
reparadas ou mal segregacao de cromossomos
devido a disfuncdes mitoticas. Estes eventos
podem ser induzidos por: (1) estresse oxidati-
vo, (2) exposicdo a agentes clastogénicos ou

aneugénicos, (3) defeitos genéticos em check-
points do ciclo celular e/ou no sistema de repa-
ro do DNA e (4) deficiéncias de nutrientes
necessarios a0 metabolismo do DNA e segre-
gacao de cromossomo (LARMARCOVALI et
al., 2008).
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Alteragdes morfolégicas nucleares ainda sao
induzidas devido a influéncia dos compostos
citotoxicos sobre a integridade da lamina nu-
clear, proteina responsavel por conferir estabi-
lidade e o formato oval regular do nucleo
(ALBERTS et al., 2002). O mecanismo mole-
cular responsavel pela genotoxicidade do gli-
fosato ainda nio esta totalmente entendido,
contudo a formacio de MN e/ou ANE ob-

50

servada em animais claramente indica que este
composto interage com a cromatina induzin-
do danos. Peluso et al. (1998) relataram que
tais danos podem ser principalmente causados
pela maior incidéncia no DNA de sitios alcali-
nos-sensiveis, observados em células de ca-
mundongos apods tratados com glifosato, ou
relacionado também a um aumento dramatico
de espécies reativas de oxigénio (EROs).

AMN / 1.000 células
N W S5
© © ©o

[y
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I
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Figura 2. Média do numero de ANE encontradas em eritrocitos de Astyanax altiparanae. Nota: CTRL:
controle; G1: concentracdo de 1,58 mgl.! de Roundup® WG (1,25 mgl. ! de glifosato); G2 concentra-
cdo de 5,0 mgl.!de Roundup® WG (3,96 mgl-!de glifosato). Letras diferentes sobre as batras indi-

cam diferenca estatistica (p<<0.05).

Estudos em peixes tém demonstrado
que Roundup® e/ou glifosato induz estresse
oxidativo ao comprometer a atividade de en-
zimas antioxidantes, e com o aumento de
EROs, danos ao DNA podem ser originados
por oxidagao de bases nitrogenadas, quebras
cromossOmicas ¢ inibicio de enzimas do sis-
tema de reparo (GLUSCZAK et al, 2007;
LUSHCHAK et al., 2009; LANGIANO;
MARTINEZ, 2008, GUILHERME et al,
2012). O ataque ao DNA pode também ser
consequéncia da perda da integridade de
membrana causada pela peroxidacdo lipidica
(GRISOLIA, 2002).

A sensibilidade do teste de MN em eri-
trocitos de peixe sempre tem sido discutida
devido ao seu baixo nivel de indugao (JHA,
2008), logo nao ¢é surpreendente nao termos
encontrado indicativo de mutagenicidade na
menor concentragao testada (1,58 mgL1).
Outros biomarcadores como o ensaio cometa
tém uma sensibilidade muito maior, capaz de

10

detectar danos no DNA em concentracoes
muito menores das testadas no presente estu-
do (FERRARO et al., 2004; GHISI; CESTA-
RI, 2013; RAMSDOREF et al., 2012).

No Brasil a concentracio maxima de
glifosato permitida pela resolugao 357,/2005,
para aguas de classe tipo I (aguas doces) ¢ de
65 pglt (CONAMA, 2005), cerca de 22 ve-
zes inferior a menor concentracao testada de
Roundup® WG no presente estudo. Contudo,
tais valores sdo para o principio ativo e nao
para o produto vendido comercialmente. F
comprovado que o aumento na frequéncia de
ANE esta relacionado a exposicao ao glifosa-
to, principalmente as suas formulagdes co-
merciais quando comparadas ao herbicida
puro (GHISI et al., 2016). Em complexas for-
mulacoes comerciais tém adicionados surfac-
tantes, geralmente etilaminas, que facilitam a
penetracio do glifosato na superficie foliar
(KIER; KIRKLAND, 2013). Tal associacao
com o glifosato torna a férmula muitas vezes
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mais toxica para peixes do que o glifosato puro
(SERVIZI et al, 1987; JIRAUNGKO-
ORSKUL et al., 2002).

CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados revelaram que Roun-
dup® WG produziu efeitos genotdxicos sobre
o peixe Astyanax altiparanae na concentracao de
5,0 mgl.l. O teste MN mostrou ser uma im-
portante ferramenta complementar para detec-
tar genotoxicidade, pois revelou danos ao DNA
consequentes de um efeito clastogénico e/ou
aneugénico do glifosato. Acreditamos também
que danos ao material genético sejam subpro-
duto de estresse oxidativo desencadeado pelo
Roundup® WG. Os efeitos celulares sio
bastante complexos e pelo fato de ainda nio
serem totalmente compreendidos, se faz
necessario estudos adicionais com testes de
maior  sensibilidade, para o  melhor
entendimento dos mecanismos responsaveis
pela citotoxicidade e genotoxicidade do
glifosato.

Por fim, cada vez mais estudos mostram
que concentragdes mesmo abaixo dos limites
permitidos pela legislacio sao danosas aos or-
ganismos conforme prolongada exposicao, e
neste contexto estudos como o presente vem
reforcar a necessidade de se analisar concentra-
¢Oes nao letais de pesticidas, cujos efeitos silen-
ciosos podem afetar os organismos em varios
niveis.
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