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Alteracdes morfofuncionais em juvenis de pintados (Pseudoplatystoma
corruscans Spix & Agassiz, 1829) expostos a um herbicida a base de glifosato

RESUMO

Herbicidas comerciais formulados a base de glifosato tém sido amplamente utilizados em
areas agricolas e ndo agricolas de todo o mundo. A presenca destes poluentes no ambiente
aquatico pode causar diversos efeitos em todos os niveis da organizacéo bioldgica. Portanto, o
presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar as alteracfes hepaticas do herbicida
Roundup WG® sobre juvenis de Pseudoplatystoma corruscans (pintado) expostos a trés
diferentes concentracdes deste composto quimico: 0,25 g/1000L, 0,509/1000L e 0,75¢/1000L,
mais tratamento controle. O experimento teve duracdo de 60 dias e ao final deste periodo os
animais foram anestesiados com benzocaina e em seguida eutanasiados por meio da sec¢édo
medular. Os fragmentos de figado foram fixados em formalina, sendo feito, posteriormente, o
processamento histoldgico de rotina, utilizando-se como corantes hematoxilina-eosina (HE).
Apenas 0 grupo controle teve aumento estatisticamente significativo de massa corpérea
durante o experimento, ocorrendo o mesmo com o comprimento. A glicose sanguinea nao
apresentou diferenca entre os grupos experimentais. As lesdes encontradas no figado
consideradas severas foram hemorragia, vacuolizacédo e hipertrofia dos hepatocitos e presenca
de melanomacrdfagos livres, registradas nos grupos expostos a 0,50 e 0,75g/1000L. Os
resultados obtidos neste trabalho mostraram que o herbicida Roundup WG® promove
alteracdes importantes em Pseudoplatystoma corruscans.

Palavras-chave: Toxicidade crbnica. Histopatologia. Poluicdo aquéatica. Hematoxilina-
Eosina. Tecido hepatico.



Morphological changes in pintados juveniles (Pseudoplatystoma corruscans
Spix & Agassiz, 1829) exposed to an herbicide glyphosate

ABSTRACT

Commercial herbicides formulated with glyphosate has been widely used in agricultural and
non-agricultural areas throughout the world. The presence of these pollutants in the aquatic
environment can cause different effects at all levels of biological organization. Therefore, the
present study was to evaluate the hepatic abnormalities of Roundup herbicide WG® on
juvenile Pseudoplatystoma corruscans (pintado) exposed to three different concentrations of
this chemical compound: 0.25 g / 1000L, 0.50g / 1000L and 0.75 g / 1000L, more control
treatment. The experiment lasted 60 days and the end of this period, the animals were
anesthetized and then euthanized by spinal cord section. Liver fragments were fixed in
formalin, and made subsequently routine histological processing, using as hematoxylin-eosin
(HE). Only the control group had statistically significant increase in body mass during the
experiment, the same happened with the length. Blood glucose was not different among
groups. The lesions found in the liver were considered severe bleeding, vacuolization and
hepatocyte hypertrophy and presence of free melanomacrophages, registered in the groups
exposed to 0.50 and 0.75 g / 1000L. The results of this study showed that Roundup herbicide
WG® promotes important changes in Pseudoplatystoma corruscans.

Keywords: Chronic toxicity. Histopathology. Water Pollution. Hematoxylin-eosin. Hepatic
tissue.
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1. Introducéo

No Brasil, o consumo de compostos quimicos para o controle de pragas em
plantacdes tem crescido de forma proporcional ao crescimento do agronegdécio. Atualmente,
somos considerados o0 maior consumidor de agrotdxicos do mundo, isto, devido ao grande
aumento no cultivo de monoculturas. Estima-se que sdo utilizadas mais de um milhdo de
toneladas de defensivos agricolas por ano, o que corresponde a mais de um bilh&o de litros
aplicados anualmente em nossas lavouras (BRASIL, 2015).

No solo, os pesticidas ficam sujeitos a processos fisicos, quimicos e biologicos que
irdo influenciar sua atividade e determinar sua permanéncia ou ndo no local. Caso ndo sejam
absorvidos pelas plantas, podem ser carreados pela &gua das chuvas ou, ainda, sofrer
lixiviacdo e chegar ao lencol freatico (BANERJEE; HOMECHAUDHRI, 2008). Além disto,
0 UsO excessivo e inadequado destas substancias associado a destruicdo da cobertura vegetal
dos solos para plantio, a ndo preservacdo das matas-ciliares, dentre outros fatores, sdo 0s
principais responsaveis por grande parte dos problemas de contaminacdo dos recursos
hidricos e dos organismos ali presentes (MOURA; FRANCO; MATALLO, 2008).

O glifosato (N-phosphonomethyl glycine) € um herbicida pertencente ao grupo
quimico das glicinas substituidas que apresenta largo espectro de acdo, o que possibilita o
controle de plantas daninhas anuais e perenes (GALLI; MONTEZUMA, 2005). Na
agricultura é aplicado principalmente em culturas de soja, arroz irrigado, milho, cana-de-
acucar e em pastagens, em geral (AMARANTE JR. et al., 2002).

A avaliacdo das alterac6es morfologicas em tecidos de peixes tem se mostrado uma
ferramenta Util para detectar os efeitos toxicos diretos de compostos quimicos em 0rgaos
alvos. O figado € um dos primeiros 6rgéos a sofrer a acdo dos xenobidticos e a metaboliza-
los para posterior excre¢do. Por este motivo tem sido amplamente utilizado como modelo
para o estudo de efeitos dos fatores ambientais nas funcdes e estruturas hepaticas (MUNSHI
et al., 1996).

Portanto, estudar os efeitos dos compostos quimicos produzidos pelo homem sobre
0S organismos aquaticos pode ser uma ferramenta muito importante para a avaliagdo de
impactos de poluentes sobre a biota aquatica (LOMBARDI, 2004).
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2. Revisao Bibliografica

A producdo agricola mundial é baseada no aumento da produtividade. Esta
necessidade de se aumentar a producdo de alimentos incentivou o desenvolvimento de
culturas com ciclos de produgdo mais curtos e, consequentemente, tornou-se cada vez maior a
utilizacdo de fertilizantes, adubos quimicos e substancias que auxiliam no controle de pragas
(TAUCHERT, 2006). Deste entdo, os pesticidas tém sido cada vez mais utilizados para a
manutencdo dos sistemas de producdo agricola.

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (BRASIL, 2015), o Brasil é o pais que mais
produz e mais consome agrotoxicos do mundo. No territério brasileiro, 0 mercado destes
produtos cresceu mais de 170% na ultima década, sendo quatro vezes maior que a média
mundial.

A utilizagdo e comercializagdo de pesticidas no Brasil estdo disciplinadas na Lei n°
7.802, de 11 de janeiro de 1989, e regulamentadas no Decreto n° 98.816, de 11 de janeiro de
1990. Este decreto classificou os pesticidas em funcdo da sua utilizacdo, modo de acdo e
potencial ecotoxicolégico ao homem e aos demais organismos vivos presentes no ambiente.
Foram estabelecidas 4 (quatro) classes de toxicidade: I, II, IlI, 1V, que se referem a
extremamente tdéxicos, altamente tdxicos, medianamente toxicos e pouco toxicos,
respectivamente (COMPENDIO, 1996).

A Portaria Normativa n°® 139, de 21 de dezembro de 1994, do Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéveis, com base no Decreto n°® 98.816/90,
classificou os pesticidas quanto ao potencial de periculosidade ambiental, levando-se em
consideracdo as seguintes varidveis: bioacumulacdo, persisténcia, toxicidade a diversos
organismos, potencial mutagénico, carcinogénico e teratogénico. Os produtos foram
classificados em 1, 11, I11, IV: altamente perigoso, muito perigoso, perigoso e pouco perigoso,
respectivamente (COMPENDIO, 1996).

O uso excessivo e inadequado destas substancias associado a destruicdo da cobertura
vegetal dos solos para plantio, a ndo preservacdo das matas-ciliares, dentre outros fatores,
mesmo em areas proprias para a pratica da agricultura, potencializam o transporte de
particulas de pesticidas presentes no solo para os corpos de d&gua (LOURENCATO, 2010). A
cobertura inadequada do solo gera perda gradativa da matéria organica, que € fundamental
para 0 aumento da infiltracdo (KOBIYAMA; MINELLA; FABRIS, 2001). As matas ciliares,

por sua vez, funcionam como reguladores do fluxo de agua, sedimentos e nutrientes entre o
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ecossistema terrestre e aquético, sendo essenciais para a protecdo do solo e dos recursos
hidricos (SOARES DA SILVA, 2000).

2.1 Pesticidas e poluicdo aquética

A 4gua é indispensavel a vida e fundamental para a pratica de diversas atividades
econémicas. Sendo assim, a poluicdo ambiental aquatica tem se tornado uma questdo cada vez
mais preocupante e amplamente discutida, ja que tem comprometido de forma alarmante a
qualidade deste recurso. Segundo Heath (1995) a polui¢do aquatica consiste na adigdo de
qualquer substancia na dgua que altere sua composi¢cdo quimica, temperatura ou composicao
microbioldgica.

A presenca desses poluentes no ambiente aquatico pode causar diversos efeitos em
todos os niveis da organizacdo bioldgica. Mesmo em concentracBes subletais, esses
compostos podem causar alteracbes no organismo que comprometem seu comportamento,
crescimento, desenvolvimento, estrutura dos tecidos e reproducdo (JOBLING, 1995; RAND
etal., 1995).

Os fatores que afetam o destino dos pesticidas no meio ambiente estdo diretamente
relacionados com sua forma de uso, caracteristicas ambientais e propriedades fisico-quimicas
do principio ativo (LAABS et al., 2002). Portanto, quanto maior sua hidrossolubilidade, maior
sera também a facilidade de transporte até os cursos de &gua, rios e aguas subterraneas
(DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014).

Dependendo de suas caracteristicas fisico-quimicas, uma vez na agua, os residuos
dos pesticidas podem tanto se ligar ao material particulado em suspensdo, como se
depositarem no sedimento. Uma vez no sedimento, esses residuos podem ser novamente
liberados na &gua, sofrer alteracbes quimicas, serem degradados por micro-organismos
(RAND; PETROCELLI, 1985) ou serem absorvidos por organismos, podendo entdo ser
detoxicados ou acumulados (SILVA; SANTQOS, 2007). Podem ainda, serem transportados
através do sistema aquatico por difusdo nas correntes de dgua ou nos corpos dos organismos
aquaticos. Alguns herbicidas e/ou metabdlitos, podem também retornar a atmosfera por
volatilizagdo (COSTA; OLIVI, 2008).

A capacidade de uma substancia ser transportada para diferentes distancias depende
diretamente da estabilidade, estado fisico do composto e da velocidade do fluxo hidrico, mas

de forma geral, sua concentragcdo diminui continuamente conforme aumenta a distancia da
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fonte (ALVES; SILVA, 2003). Apesar disto, ndo se exclui a possibilidade de ocorréncia de
concentragbes muito elevadas do contaminante apos fortes chuvas, principalmente quando
areas proximas tenham sido recentemente tratadas com doses altas de determinado pesticida
(DORES; DELAMONICA-FREIRE, 2001).

Os pesticidas presentes em corpos de dgua podem penetrar nos organismos aquéaticos
através de diversas portas de entrada, e seu grau de acumulacdo depende do tipo de cadeia
alimentar e da disponibilidade e persisténcia do contaminante na agua. Os peixes e
invertebrados podem acumular estes compostos em concentracbes muito acima daquelas
encontradas nas aguas nas quais eles vivem, uma vez que 0s mesmos podem ser ingeridos
juntamente com o material particulado suspenso. Individuos jovens ou imaturos geralmente
sd0 mais suscetiveis aos agentes quimicos do que os adultos (NIMMO, 1985). Além disto,
pesticidas ou outros agentes quimicos hidrossolGveis podem penetrar em um organismo
através de toda a superficie do corpo, branquias e boca (RAND; PETROCELLI, 1985),
promovendo a bioacumulagdo e biomagnificacdo dos tdxicos ao longo da cadeia e/ou teia
alimentar.

A bioacumulacdo dos contaminantes pode ocorrer por meio do contato direto entre o
organismo e 0 composto quimico por via cutdnea, ou entdo, mais comumente, devido a
atividade alimentar do animal (BAIRD, 2002). Pode levar a um processo de biomagnificacgéo,
que corresponde a passagem de um composto por varios elos da cadeia/teia alimentar. Mesmo
gue pequena, a concentracdo de um composto toxico na dgua pode se tornar maior conforme o
avancar de niveis troficos. Vale lembrar que muitos animais que compdem uma cadeia
alimentar podem também participar de outras, tornando a contaminacdo ainda mais grave
(GORBA; GENTIL; STANBERG, 2001; HANAZATO, 2001; MATSUI, 2002,
FROEHNER; MACENO, 2009). Dessa forma, aguas poluidas e contendo compostos
potencialmente bioacumulativos apresentam um risco consideravel para a vida selvagem e
humana (ROCHE et al., 2005).

2.2 Pesticidas a base de glifosato
Atualmente, os pesticidas formulados a base de glifosato ocupam o topo da lista dos

compostos mais utilizados para o controle de pragas nos sistemas de cultivo, isto, devido a

sua grande eficiéncia e ao custo relativamente baixo (SERVICE, 2007).
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O glifosato é um herbicida sistémico, com tempo de meia vida em torno de 32 dias
(GALLI; MONTEZUMA, 2005), amplo espectro de agéo, baixa seletividade, aplicacdo em
pOs-emergéncia e acao sisttmica (NEDELKOSKA; LOW, 2004). Além disto, € uma molécula
estavel em agua e ndo sofre degradacédo fotoquimica (FAO/WHO, 1986)

Quando aplicados, os pesticidas séo diretamente absorvidos pelas plantas, o que
contribui para reduzir sua disponibilidade no ambiente. No entanto, parte do que foi aplicado
fica retida no solo (ANDREA et al., 2004).

O glifosato ¢ fortemente adsorvido pela maioria dos solos, 0 que reduz sua
concentragdo na fragdo solubilizada dos mesmos. No entanto, uma vez adsorvido, permanece
no ambiente até sua completa mineralizacdo, que pode durar dias ou até meses (TONI;
SANTANA,; ZAIA, 2006). Os principais responsaveis pela degradacdo do glifosato no solo
sdo uma grande variedade de micro-organismos que utilizam o produto como fonte de
energia, fosforo, nitrogénio e carbono (MATTOS et al., 2002; BARJA; AFONSO, 2005).

Sua persisténcia na agua é mais curta que sua persisténcia no solo, com valores de
meia vida em torno de sete a 21 dias. Grande parte das formulacdes de glifosato sdo
completamente sollveis em &gua e, por isso, se dissipam rapidamente, uma vez que é

adsorvido pelo sedimento e degradado pelos microorganismos (PATERSON, 2007).

2.3 Toxicidade de pesticidas a base de glifosato

Embora o glifosato seja considerado um herbicida relativamente seguro e de baixa
toxicidade, varios estudos ja foram feitos com este composto quimico e varias alteragdes
foram relatadas.

Segundo Cox (1998) a exposicdo ao glifosato danifica ou até mesmo diminui a
populacdo de muitos animais terrestres, incluindo insetos benéficos, péassaros e minhocas,
sendo que em alguns casos, mesmo em baixa concentracgdo, letal a alguns animais.

Alteracdes histopatologicas de branquias, figado e rins de carpas expostas a
diferentes concentracdes de glifosato foram encontradas por Neskovic et al. (1996). As
branquias dos peixes expostas a 5,0 mg/L de glifosato apresentaram hiperplasia epitelial e
edema subepitelial quando comparados com o grupo controle. Mudangas mais pronunciadas
sequidas de infiltracdo de leucdcitos, elevagédo e ruptura do epitélio respiratério em algumas
lamelas secundarias foram registradas em peixes expostos a 10,0 mg/L de glifosato.
AlteracGes no figado apareceram apenas na concentragdo de 10,0 mg/L de glifosato,
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representadas por congestionamento sinusoidal e fibrose focal, indicando sérios danos na
estrutura do figado. Por outro lado a estrutura renal ndo foi afetada.

Estudando os padrdes ultraestruturais dos hepatdcitos de carpas, Szarek et al. (2000)
observaram hipertrofia nas mitocéndrias com desaparecimento de cristas e auséncia da
membrana externa na maioria dos peixes expostos a 205 mg/L de glifosato. Algumas células
continham os complexos de Golgi aumentados e, muito frequentemente, os hepatocitos
apresentaram vacuolos de diferentes tamanhos. A maioria dos peixes examinados tinham
células mononucleares infiltradas no figado. O exame ultraestrutural dos peixes expostos a
410 mg/L de glifosato revelou degeneracdo perceptivel e desintegracdo da membrana externa
das mitocondrias. Grupos de hepatdcitos com reduzido nivel de glicogénio também foram
observados.

Em estudo realizado por By, Kruse e Scarnecchia (2002) foram registradas alteracdes
hepaticas como infiltracdo de linfdcitos, ocorréncia de melanomacréfagos e necrose focal em
esturjdo (Acipenser transmontanus) em estudo de bioacumulacdo de metais e pesticidas
organoclorados.

Analises do tecido hepatico do peixe paleatus (Corydoras paleatus), ap0s exposicao
e ingestdo do pesticida organofosforado Folidol também ja foram feitas. As alteracbes mais
encontradas foram: degeneracdo celular, vacuolizacdo citoplasmatica, estagnacdo biliar e
presenca de ndcleos picnoticos (FANTA et al., 2003).

Langiano e Martinez (2008) verificaram os efeitos de um herbicida a base de
glifosato sobre peixes neotropicais e concluiram que a glicose plasmatica do grupo exposto a
10 mg/L de Roundup durante 24 e 96 horas, foi significativamente mais elevada em relagéo
ao grupo controle, assim como a catalase hepatica. Foram evidenciadas ainda varias
alteracbes histopatologicas no figado, sendo elas: degeneracdo citoplasmaética e nuclear,

estagnacdo biliar, aumento do fluxo sanguineo e vacuolos no citoplasma e no ndcleo.

2.4 Histologia

As analises histopatoldgicas sdo bastante sensiveis para detectar efeitos diretos de
compostos quimicos em 6rgdos-alvo, tanto em pesquisas realizadas em laboratorio como em
campo (SCHWAIGER et al., 1997).

Muitos compostos quimicos podem ser encontrados nos ecossistemas aquaticos

(JOBLING, 1995), normalmente, estes poluentes ocorrem em baixas concentra¢des, de modo

16



que alteracBes estruturais e fisioldgicas sdo mais comuns que a mortalidade em massa
(POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994).

De modo geral, os poluentes exercem seus efeitos primeiro no nivel enzimatico, ou
entdo alterando alguma funcdo celular, como a permeabilidade das membranas. Se estas
alteracOes sdo muito severas, muitas células podem morrer, resultando em lesdes histoldgicas.

Como os 6rgdos sdo constituidos de varios tipos celulares, efeitos em um ou mais
desses tipos podem comprometer sua funcdo (HEATH, 1995). Ainda segundo 0 mesmo autor,
a exposicdo crbnica a contaminantes também pode deprimir o crescimento e 0 processo
reprodutivo, que é um dos processos mais afetados pela poluicéo.

O figado € o principal 6rgdo na biotransformacéo dos xenobioticos. Devido a sua
funcdo no metabolismo e sua sensibilidade a poluentes do ambiente, tem se destacado em
estudos toxicologicos relacionados a contaminacdo de varias espécies de peixes por agentes
quimicos (HINTON et al., 1992).

No Brasil, ainda h& poucos estudos realizados sobre os efeitos do herbicida Roundup
em espécies peixes, portanto, existe a necessidade de se ampliar o conhecimento sobre 0s
efeitos que este importante herbicida pode causar na ictiofauna.

O Pseudoplatystoma corruscans (Spix e Agassiz, 1829), também conhecido como
pintado, é um siluriforme piscivoro do topo da cadeia alimentar, da familia Pimelodidae,
proveniente da América do Sul (PETRERE, 1995; WELCOMME, 1985), que pode atingir
mais que 120 kg (SATO; CARDOSO; SALLUM, 1988). Como a maioria dos siluriformes, o
pintado tem vida noturna, cacando pequenos peixes, crustaceos, vermes e, ao engoli-los,
ingere também lama e areia grossa (SANTOS, 1987). Trata-se de um dos peixes mais
apreciados pelo mercado consumidor brasileiro, devido a excelente qualidade do filé. Esta
espécie possui um consideravel potencial em aquicultura, destacando-se como um dos peixes
preferidos na pesca de dgua doce por possuir um grande porte. Segundo Miranda e Ribeiro
(1997), o pintado possui bons indices zootécnicos, 0 que contribui para que este seja um
animal de excelente potencial comercial.

Assim, considerando-se a importancia do herbicida Roundup, que é um dos
pesticidas mais utilizados na agricultura moderna no mundo e no Brasil, e devido ao fato de
muitos dos pesticidas alcancarem o ambiente aquatico, torna-se necessaria a realizacdo de

testes de toxicidade que avaliem os efeitos deste herbicida em espécies de peixes.
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RESUMO

A presenca de herbicidas no ambiente aquatico pode causar diversos efeitos em todos os
niveis da organizacdo bioldgica. O objetivo deste estudo foi avaliar as alteragGes hepéticas do
herbicida Roundup WG® sobre juvenis Pseudoplatystoma corruscans expostos a trés
diferentes concentragdes deste composto quimico: 0,25 g/1000L, 0,50¢g/1000L e 0,75g/1000L,
mais tratamento controle (0,00g/1000L). O experimento teve duracdo de sessenta dias e, ao
final, foram coletados fragmentos de para posterior processamento histoldgico, utilizando-se
como corantes hematoxilina-eosina (HE). Apenas o0 grupo controle teve aumento
estatisticamente significativo de massa corporea durante o experimento, ocorrendo 0 mesmo
com o comprimento. A glicose sanguinea também ndo apresentou diferenca entre 0s grupos
amostrais. As lesdes encontradas no figado consideradas severas foram hemorragia,
vacuolizacdo e hipertrofia dos hepatocitos e presenca de melanomacrofagos livres, registradas
nos grupos expostos a 0,50 e 0,75g/1000L. Os resultados obtidos neste trabalho mostram que
o herbicida Roundup WG® promove alteracdes importantes em Pseudoplatystoma corruscans.

Palavras-chave: Toxicidade crbnica, histopatologia, herbicidas, polui¢do aquatica.

ABSTRACT

The presence of herbicides in the aquatic environment can cause different effects at all levels
of biological organization. The objective of this study was to evaluate the hepatic
abnormalities of Roundup herbicide WG® on juvenile Pseudoplatystoma corruscans exposed
to three different concentrations of this chemical compound: 0.25 g / 1000L, 0.50g / 1000L
and 0.75 g/ 1000L, more control treatment (0,00g / 1000L). The experiment lasted sixty days
and at the end, fragments were collected for subsequent histological processing, using as
hematoxylin-eosin (HE). Only the control group had statistically significant increase in body
mass during the experiment, the same happened with the length. Blood glucose also no
difference between the sample groups. The lesions found in the liver were considered severe
bleeding, vacuolization and hepatocyte hypertrophy and presence of free melanomacrophages,
registered in the groups exposed to 0.50 and 0.75 g / 1000L. The results of this work show
that the herbicide Roundup WG® promotes important changes in Pseudoplatystoma
corruscans.

Keywords: Chronic toxicity, histopathology, herbicides, water pollution.
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INTRODUCAO

No Brasil, o consumo de compostos quimicos para o controle de pragas em
plantagBes tem crescido de forma proporcional ao crescimento do agronegdcio, isto, devido
ao grande aumento no cultivo de monoculturas (Tauchert 2006).

Quando aplicados diretamente no solo, os herbicidas ficam sujeitos a processos
fisicos, quimicos e bioldgicos que influenciardo sua atividade e determinardo sua permanéncia
ou ndo no local. Moléculas com baixa taxa de degradacdo podem permanecer no ambiente
sem sofrer qualquer alteracdo e, se ndo forem absorvidas pelas plantas, podem ficar
fortemente adsorvidas a matéria organica, serem carreadas pela 4gua das chuvas ou, ainda,
sofrerem lixiviacdo e chegar ao lencol freatico (Sanches 2003; Hesketh et al. 2006).

Uma vez no ambiente aquatico e dependendo de suas caracteristicas fisico-quimicas,
as moléculas de herbicidas podem se ligar ao material particulado em suspensdo, se depositar
no fundo do sedimento ou, ainda, serem absorvidas por organismos aquaticos para serem
detoxificados ou acumulados (Silva and Santos 2007; Costa and Olivi 2008).

Os herbicidas presentes em corpos de agua podem penetrar nos organismos aquaticos
através de diversas portas de entrada, e seu grau de acumulacdo depende da disponibilidade e
persisténcia do contaminante na agua. Os peixes e invertebrados podem acumular em
concentragdes muito acima daquelas encontradas nas aguas nas quais eles vivem, uma vez
que os mesmos podem ser ingeridos juntamente com o material particulado suspenso. Além
disto, herbicidas ou outros agentes quimicos hidrossollveis podem penetrar em um organismo
através de toda a superficie do corpo, brénquias e boca, podendo ser bioacumulados e
biomagnificados ao longo da cadeia e/ou teia alimentar (Rand and Petrocelli 1985).

AlteracGes histologicas em tecidos de peixes constituem uma importante ferramenta
para detectar os efeitos toxicos diretos de compostos quimicos em o6rgdos alvo, sendo,
portanto, consideradas excelentes indicadoras de exposicdo a estressores ambientais (Hinton
et al. 1992; Schwaiger et al. 1997).

Em peixes, o figado é um dos primeiros 6rgaos a sofrer a acdo dos xenobidticos e a
metaboliza-los para posterior excrecdo, por este motivo tem sido amplamente utilizado como
modelo para o estudo dos efeitos de contaminantes nas func@es e estruturas hepaticas (Munshi
et al. 1996).

O glifosato € um herbicida pds-emergente organico e ndo seletivo que é usado tanto
em areas agricolas como nédo agricolas em todo o mundo (Galli and Montezuma 2005). Na
agricultura é amplamente utilizado em culturas geneticamente modificadas e, com a liberacéo
da producdo comercial da soja transgénica, o Brasil pode chegar a consumir cerca de 200
milhdes de litros anuais deste composto (Londres 2011).

Desta forma, considerando-se que herbicidas a base de glifosato tém sido
amplamente utilizados no Brasil desde a década de 70 e a escassez de estudos de possiveis
impactos no ambiente aquatico causados por estas formulagdes, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar as alteragGes histolégicas deste composto quimico em figado de juvenis de
pintado (Pseudoplatystoma corruscans Spix & Agassiz, 1829).
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MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos expostos no presente trabalho estdo de acordo com o0s
principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
foram analisados e aprovados pelo Comité de Conduta Etica no uso de Animais em
Experimentacdes da Universidade Estadual de Maringa (Protocolo n°. 014/2014).

O experimento teve duracdo de 60 dias e foi realizado com juvenis de pintado
(Pseudoplatystoma corruscans) adquiridos de uma fazenda de producdo e comeércio de
alevinos no estado de Mato Grosso do Sul, transportados juntamente com a Guia de Transito
Animal (GTA) vélida em todo territério nacional, expedida pelo Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e Agéncia Estadual de Defesa Sanitaria Animal e Vegetal
de Mato Grosso do Sul.

Ao total, foram utilizados 32 peixes com pesos médios de 32,48+1,77 gramas e
18,60+0,68 centimetros de comprimento total. Antes do inicio do experimento os animais
foram distribuidos em quatro tanques (n=8) de amianto com pintura impermeabilizante e
aeracdo artificial, para aclimatacdo, por um periodo de duas semanas, sendo alimentados duas
vezes ao dia com racdo comercial extrusada com 40% de proteina bruta até saciedade
aparente. Antes do inicio do experimento a alimentacdo foi suspensa por 24 horas, de acordo
com as normas de ensaio de toxicidade com peixes estabelecidas pela Associacdo Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT, 1993).

Apos este periodo os peixes foram submetidos a trés diferentes concentracdes de
Roundup WG®: 0,25 @/1000L, 0,50g/1000L e 0,75g/1000L, mais grupo controle
(0,009/1000L). As concentragOes utilizadas foram escolhidas levando-se em conta o valor
maximo permitido de glifosato em aguas regulamentada pela Portaria MS 2914/2011
(aproximadamente 500ug/L de &gua), sendo empregada uma concentracdo entre este
intervalo, uma 50% acima e uma 50% abaixo. Foram feitas duas contaminaces, uma ao
inicio e outra aos 30 dias do periodo experimental. Ao final do experimento, os animais de
todos os grupos foram anestesiados com benzocaina (2g/150ml alcool/20L agua) e em
seguida eutanasiados por meio da seccdo medular.

Os fragmentos de figado utilizados para as analises histologicas foram fixados em
formalina comum por um periodo de 48 horas, sendo, posteriormente, a solugdo substituida
por alcool 70%. Seguiu-se entdo o processamento histologico de rotina, utilizando-se como
corantes Hematoxilina-Eosina (HE) (Luna, 1968). Para cada animal de cada grupo foi
preparada uma lamina com seis cortes. Os cortes foram analisados em microscépio de luz e as
alteracdes encontradas foram classificadas individualmente de acordo com o grau de
frequéncia da lesdo no tecido, sendo que para campo foi estabelecida a seguinte pontuacéo: 0
— nenhuma alteracdo observada; 1 — alteracdo discreta (até duas ocorréncias da alteracéo por
lamina); 2 — alteracdo moderada (de trés a cinco ocorréncias da alteracdo por lamina) e 3 —
alteracdo intensa (acima de cinco ocorréncias da alteracdo por lamina). A partir destes valores
foi calculada a média do grau de alteracdo para cada grupo, sendo classificadas em discretas
(0,1 a1,0), moderadas (1,1 a 2,0) e intensas (acima de 2,1).

Para os dados biométricos usou-se a analise de variancia ANOVA. Quando
indicadas, as diferencas foram comparadas pelo teste de Tukey. Na anélise das alteracdes
histologicas foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dann,
guando aplicavel. Para todos os testes, foram considerados significativos os valores de
p<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo aos parametros biométricos, apenas o grupo controle (0,00g/1000L) teve
aumento estatisticamente significativo de massa corporea durante o experimento. Nos demais
grupos, ao final do periodo experimental, apesar do ganho de peso, a diferenga ndo foi
significativa em relacdo ao inicio do experimento (Tabela 1). O mesmo ocorreu em relacdo ao
comprimento dos animais, onde a diferenca s6 foi considerada estatisticamente significativa
no grupo que ndo estava exposto ao herbicida (Tabela 1).

Tabela 1. Médias e desvios-padrdo de peso e comprimento dos peixes dos grupos expostos a
diferentes concentragdes do herbicida no inicio do experimento (Dia 0) e ao final do
experimento (Dia 60).

0,00g/1000L 0,259/1000L 0,509/1000L 0,75g/1000L
Dia0 Dia 60 Dia0 Dia 60 Dia0 Dia 60 Dia0 Dia 60
Peso (g) 32,85+1,61° 43,99+568°  32,72+1,60° 3856+13,06% 32,14+178% 37,25+13,30° 32,24+2,11*°  36,20+12,94°

Comprimento

(cm) 18,36+0,51°  22,08+146"  18,88+0,82°  21,18+2,31°  18,48+0,84°  20,89+199°  18,68+058°  20,65+2,06°
cm

Médias seguidas por letras diferentes, do mesmo grau de contaminacdo e na mesma linha, diferem entre si
pelo teste t de Tukey (P<0,05).

O pouco ganho de peso e o baixo crescimento total dos peixes sugerem que a busca
pela manutencdo do organismo, sob a acdo do herbicida, requer uma grande demanda de
energia e, um dos aspectos centrais da adaptacdo ao estresse € a realocacao desta energia para
longe de atividades de alta demanda energética, dentre elas o crescimento. Tal dindmica pode
reduzir consideravelmente a capacidade de desempenho do peixe tanto durante um estresse
agudo quanto no estresse crénico (Schreck 1990; Kebus et al. 1992; Pankhursk and Kraak
1997; Mommsen et al. 2009).

Além deste aspecto, Blier (2002) sugere que o crescimento pode ser determinado
pela disponibilidade de oxigénio para o metabolismo dos tecidos e pela sintese de proteinas.
Ja é sabido que pesticidas em geral podem interferir na disponibilidade de oxigénio para 0s
tecidos e na sintese de proteinas, como mostram outros estudos (Gimeno 1995; Oru¢ and
Uner 1999; Begum 2004). Neste estudo, o0s nutrientes provenientes da digestdo
provavelmente tiveram seu aproveitamento comprometido pela acdo do herbicida, uma vez
que no grupo controle o peso dos animais foi significativamente maior ao final do
experimento, assim como, o comprimento total. Resultados iguais a este trabalho também
foram encontrados em estudos feitos por Salbego e Vieira (2005) e Albinati et al. (2009) com
peixes expostos ao Glifosato e Roundup, respectivamente.

Na avaliagdo histopatoldgica do figado, os trés grupos que foram expostos ao
herbicida apresentaram algum grau de altera¢do no tecido, sendo que as lesdes consideradas
severas foram hemorragia, vacuolizacdo e hipertrofia dos hepatdcitos e presenca de
melanomacrofagos livres (Figura 1), registradas nos grupos expostos a 0,50 e 0,759/1000L.
Necrose do tecido foi registrada de forma discreta no grupo exposto a 0,759/1000L (Figura 1).
Nos grupos expostos a 0,50 e 0,75¢/1000L foi registrada, de forma também discreta,
congestdo dos sinusoides (Figura 1). Hemorragia, vacuoliza¢do dos hepatdcitos e presenca de
melanomacrofagos livres foram registradas de forma moderada no tecido dos peixes expostos
a 0,25¢9/1000L.
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Fig 1. Médias do grau de lesbes histoldgicas observadas em cortes de figado de juvenis de
pintados expostos a diferentes concentracGes de glifosato apds 60 dias de contaminac&o.

0,00g/1000L  0,25g/1000L  0,50g/1000L  0,75g/1000L

Necrose 0,02* 0,05 0,12° 0,75
Congestio 0,04% 0,09 0,25% 0,87°
Hemorragia 0,23° 1,25 2,12° 3,60°
Vacuolizacao 0,48 1,87° 3,37° 5,12°
Hipertrofia dos hepatdcitos 0,37% 0,87 2,00 3,37°
Centro de melanomacrdéfagos 0,02 0,12% 0,37% 0,87°
Melanomacréfagos livres 0,50° 1,75 2,62° 4,00°

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste Dann (P<0,05).

Figura 1: Fotomicrografias do tecido hepético de Pseudoplatystoma corruscans expostos ao herbicida Roundup
WG® durante 60 dias. (A) tecido hepatico de animal do grupo controle, mostrando o arranjo dos hepatdcitos
(B) ducto biliar do parénquima hepético de animal do grupo controle (C) Hipertrofia e vacuolizagao (seta) dos
hepatdcitos do tecido hepatico de animal exposto a 0,759/1000L de &gua (D) Hemorragia hepéatica em animal
exposto a 0,759/1000 de agua (seta) (E) Centros de melanomacrofagos (circulo) e melanomacréfagos livres
(seta) em figado de animal exposto a 0,75¢/1000L de agua e (F) necrose focal no tecido hepético de animal do
grupo exposto a 0,75g/100L de agua. HE, 400X.

Em estudo realizado por Jiraungkoorskul et al. (2002) com tilapias expostas ao
Roundup® a 36 ppm, foram observadas alteraces hepaticas como hipertrofia, vacuolizagdo
dos hepatocitos, degeneracdo e necrose do tecido. Congestdo, hipertrofia dos hepatocitos e
vacuolizacao foram alteracGes encontradas por Henares et al (2008) em Oreochromis niloticus
(tildpia-do-nilo) expostos ao herbicida Diquat. Em estudo com trutas-arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) expostas a 1,3ug/L de Endosulfan durante 21 dias foram registradas hipertrofia dos
hepatdcitos, necrose, desarranjo cordonal dos hepatécitos, centros de melanomacrofagos e
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melanomacrofagos livres no figado dos animais (Altinok and Capkin 2007). Albinati et al
(2009) registraram congestdo, hemorragia e necrose no figado de piacu expostos a 7,5ppm de
Roundup. Segundo Filho et al (2014) as principais alteracGes encontradas em figado de peixes
sdo vacuolizacdo, hipertrofia dos hepatdcitos, aumento da frequéncia de melanomacréfagos e
congestdo, o que confirma os resultados deste trabalho.

Os hepatdcitos sdo células uninucleadas com forma poligonal que possuem
importantes funcdes metabdlicas. A hipertrofia destas células pode estar relacionada com
aumento do namero de organelas responsaveis pela detoxicacdo e € uma fase reversivel ou
transitéria. O aumento das células hepaticas reflete o seu estado funcional fisioldgico,
podendo apresentar-se em estado hiperfuncional, onde ha aumento do volume celular em
decorréncia do aumento do metabolismo, ou hipofuncional, onde ocorre diminuicdo do
volume celular (Lins et al. 2010).

O figado é um o6rgdo sensivel as intoxicacOes e alteracdes metabdlicas. Alteracdes
como vacuolizacdo dos hepatdcitos podem ser interpretadas como respostas ao estresse
ambiental, sendo consideradas indicadoras histopatologicas da qualidade do ambiente
(Thomas 1990; Teh et al. 1997). A vacuolizacdo pode estar relacionada também com um
maior acumulo de glicogénio no figado. Em peixes, embora os hepatdcitos geralmente
estejam cheios de glicogénio ou gordura neutra, se a alimentacdo for suficiente, durante a fase
de resposta ao estresse pode ocorrer uma mobilizacdo de glicogénio hepatico para atender as
necessidades energéticas do organismo, que por sua vez aumentam em condic¢des de estresse
(Heath 1995; Oliveira et al. 2010).

Alteracdes como congestdo, hemorragias e necroses estdo relacionadas aos processos
de intoxicacdo, sendo que a extensdo e gravidade da lesdo sdo proporcionais ao tipo, duracéo,
severidade e estado fisioldgico da célula envolvida (Robbins and Cotran 2005). O figado dos
peixes € especialmente sensivel a acdo de produtos quimicos devido a lentiddo do fluxo
sanguineo. Assim sendo, 0s elementos tdxicos que chegam ao figado pela corrente sanguinea
exercem seus efeitos nos hepatdcitos por maior tempo do que o fariam em mamiferos
(Campos 2008). A congestdo € uma lesdo que apesar de causar danos na funcdo do tecido,
pode ser reversivel em caso de melhora da qualidade da &gua ou progressiva em casos de
persisténcia ao contaminante. Alteracbes como necrose, sdo processos nos quais ha reducao
ou perda funcional do 6rgéo, portanto, irreversiveis (Neskovic et al. 1996).

A presenca de centro de melanomacréfagos no parénquima hepético pode estar
relacionada com a presenca de agentes quimicos no organismo (Rabito et al. 2006; Leknes
2007; Mela et al. 2007; Hinton 2008). Acredita-se que 0s centros de melanomacréfagos
acumulam pigmentos como melanina em seu interior. Niveis elevados de melanina livre,
provenientes da ruptura dos melanomacréfagos, pode ter efeito protetor contra poluentes, uma
vez que este composto pode absorver ou neutralizar os radicais livres derivados da degradacgéo
de material fagocitado e, assim, proteger o organismo contra danos celulares (Agius and
Roberts 2003). Mela (2007) sugere que os melanomacréfagos livres possuem uma tendéncia a
se agregarem formando os centros de melanomacrofagos, portanto, supde-se que com um
maior tempo de exposicdo ocorreria a formagdo de um ndmero também maior de centros de
melanomacrdfagos. Sendo assim, os resultados deste estudo sugerem que os peixes sofreram a
acao do herbicida, uma vez que estimulou respostas dos melanomacréfagos, justificando
assim, sua presenca no figado.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que o herbicida Roundup WG®
promove alteracfes biométricas e histoldgicas importantes em Pseudoplatystoma corruscans.
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Embora as alteracdes tenham ocorrido com maior frequéncia nos animais expostos a maior
concentracdo do herbicida, mesmo quando o nivel de contaminacdo foi abaixo do limite
maximo permitido de glifosato para aguas, 0s animais apresentaram algum tipo de
interferéncia em processos fundamentais para a manutengdo da sua homeostase corporal.

Portanto, sugerimos realizar mais estudos toxicoldgicos com outras espécies e outros
produtos comerciais formulados a base de glifosato para que sirvam como subsidio para uma
possivel reavaliacdo toxicoldgica de herbicidas formulados a partir deste composto.
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