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CAVALCANTE, Dalita Gomes Silva Morais. Avaliacdo dos efeitos genotéxicos e
mutagénicos do Roundup® em peixes Prochilodus lineatus. 2008. 86f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

Atualmente o glifosato é o herbicida mais extensamente usado no mundo e se
caracteriza por ser um herbicida ndo seletivo, de amplo espectro, utilizado para
inibicdo de crescimento de ervas indesejadas na agricultura. Um dos principais
produtos encontrados no mercado, que contém como principio ativo o glifosato é o
Roundup®. Assim como varios outros agrotoxicos, o Roundup® pode alcancar o
ecossistema aquatico e atingir organismos nao-alvos, como 0s peixes. Muitos
agrotoxicos possuem potencial genotéxico, que € um fator de risco inicial para gerar
efeitos carcinogénicos e reprodutivos em longo prazo. O objetivo desse estudo foi
avaliar os possiveis efeitos genotdxicos e mutagénicos da exposi¢do aguda (6, 24 e
96h) ao herbicida Roundup®, na concentracdo de 10 mg.L™, para a espécie de
peixe neotropical Prochilodus lineatus. Para tanto, os eritrocitos foram usados no
ensaio do cometa, teste do microndcleo e analise da ocorréncia de alteracbes
nucleares e o ensaio do cometa foi padronizado para as células branquiais. Os
resultados indicaram que o Roundup® promove danos genotéxicos em eritrcitos e
células branquiais de P. lineautus. Os escores médios obtidos no ensaio do cometa
para eritrocitos de P. lineatus ap0s exposicdo de 6 e 96h ao Roundup® foram
significativamente maiores do que seus respectivos controle-negativos. Ja 0s
escores medios para células branquiais mostraram aumento significativo para apés
exposicao de 6 e 24h, em relacdo aos seus respectivos controles-negativos. A
freqiéncia de micronucleos e das outras alteracdes eritrociticas nucleares obtidas
para 0s peixes expostos ao Roundup® ndo diferiram significativamente dos seus
respectivos controles-negativos, para todos os tempos experimentais. Com base
nestes resultados pode-se afirmar que nas condices testadas o Roundup®
apresentou efeito genotoxico para P. lineatus, e que o teste do cometa realizado
com células branquiais € uma ferramenta sensivel para detectar danos genéticos em
peixes.

Palavras-chave: Glifosato. Roundup®. Ensaio do cometa. Teste do microndcleo.
Peixe Neotropical.



CAVALCANTE, Dalita Gomes Silva Morais. Evaluation of genotoxic and
mutagenic effects of Roundup® to the fish Prochilodus lineatus. 2008. 86p.
Dissertation (Master's degree in Biological Sciences) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

Currently glyphosate is the most extensively used herbicide worldwide; it is a non
selective herbicide, of wide spectrum, used to inhibit the growing of unwanted weeds
in agriculture. The major commercial herbicide which uses glyphosate as the main
active ingredient is Roundup®. As other agrochemicals, Roundup® can reach
aquatic ecosystems and non target organisms. Many pesticides present genotoxic
potential, which represent an early risk factor and can generate long term
carcinogenic and reproductive effects. The aim of this study was to evaluate the
genotoxic and mutagenic effects of acute exposures (6, 24 and 96h) to 10 mg.L"* of
Roundup® on the neotropical fish Prochilodus lineatus. Accordingly, fish erythrocytes
were used in the comet assay, micronucleus test and for the analysis of the
occurrence of nuclear abnormalities and the comet assay was adjusted for branchial
cells. The results showed that Roundup® produces genotoxic damage in erythrocytes
and gills cells of P. lineatus. The mean damage scores obtained through comet
assay for P. lineatus erythrocytes after 6 and 96h of exposure to Roundup® were
significantly higher than the respective negative controls. For branchial cells the
mean damage scores were significantly higher than negative controls after 6 and 24h
exposures. The frequencies of micronucleus and other erythrocytes abnormalities
were not significantly different between Roundup exposed fish and their respective
negative controls, for all exposure periods. These results showed that Roundup®
produced genotoxic effects to P. lineatus and that the comet assay using branchial
cells represents an effective and sensitive tool to detect genetic damages on fish.

Keywords: Glyphosate. Roundup®. Comet assay. Micronucleus test. Neotropical
fish.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 POLUICAO AMBIENTAL

Em consequéncia do crescimento da populacdo humana e do
desenvolvimento industrial, a produg¢do, o consumo e a eliminacdo de residuos
aumentaram significativamente, originando maior poluicdo para o0s ecossistemas
(JHA, 2004). No sentido amplo, poluicdo deve ser entendida como a modificacdo
das caracteristicas de um ambiente de modo a torna-lo impréprio aos organismos
que normalmente o abriga (SILVA et al., 2003).

Milhares de poluentes organicos, tais como as bifenilas policloradas,
agrotoxicos organoclorados, hidrocarbonetos arométicos, furanos e dioxinas sao
produzidos e liberados nos ambientes, principalmente nos terrestres e aquaticos
(VAN DER OOST et al., 2003). Os efeitos dessas substancias quimicas nesses
ambientes, assim como seus efeitos sobre organismos vivos, tém gerado interesse e
preocupacao da comunidade cientifica e agéncias reguladoras (SILVA et al., 2003).

Refletindo a crescente preocupacédo com os efeitos de substancias
quimicas presentes no ambiente sobre outras espécies, além da espécie humana,
surgiu a ecotoxicologia, que pode ser definida como o estudo dos efeitos prejudiciais
de substancias quimicas para o ecossistema (WALKER et al., 1998). Entre os varios
ambientes impactados pelos diversos tipos de poluentes, os ecossistemas aquaticos
estdo altamente comprometidos e muitas vezes constituem o receptor final para
muitos destes contaminantes (VAN DER OOST et al.,, 2003). A ecotoxicologia
aquatica estuda os efeitos de compostos quimicos e outros poluentes sobre os
organismos aquaticos (TOMITA; BEYRUTH, 2002).

Uma das modalidades experimentais, dentro da ecotoxicologia,
amplamente empregadas para o monitoramento ambiental sdo os testes de
toxicidade. Estes testes estdo sendo cada vez mais utilizados para a determinacéo
dos efeitos deletérios de poluentes em organismos aquaticos, em virtude, do risco
potencial da transferéncia de poluentes do ambiente para os organismos, e também
para a avaliacdo da qualidade da agua (FERREIRA, 2002).
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1.2 POLUICAO AMBIENTAL AQUATICA

Os ambientes aquaticos sdo utilizados em todo o mundo com
finalidades distintas, entre as quais se destacam o abastecimento de agua, a
geracdo de energia, a irrigacdo, a navegacdo, a aquicultura e a harmonia
paisagistica. (MORAES; JORDAO; 2002). Entretanto, do volume total de agua doce
disponivel no planeta, 75% estéo distribuidos principalmente nos pélos, na forma de
gelo e geleiras, e 23% constituem agua subterranea. Assim, apenas uma pequena
quantidade da agua doce (2%) esta distribuida nos rios e lagos (LLOYD, 1992).

Os rios representam um recurso essencial a vida, porém escasso, e
que vem se tornando cada vez mais reduzido em funcdo, principalmente, do
crescimento populacional acelerado (MANSON, 1996). Existem evidéncias que o
aumento da degradacao dos ecossistemas aquaticos atingiu 0s niveis maximos ja
registrados na histéria (BERNHARDT et al., 2005).

Dentre 0s ecossistemas que s&o atingidos por poluentes, o0s
aguaticos merecem maiores estudos, pois além de serem mais suscetiveis, recebem
indiretamente agentes quimicos provenientes das aguas de chuva ou aqueles
carreados pelo escoamento superficial dos solos. De fato, o ambiente aquatico é
frequentemente o Ultimo local onde os residuos de contaminantes provenientes da
acao antropogénica acabam desembocando (JHA, 2004).

Existem centenas, talvez milhares de poluentes que afetam o
ambiente aquatico e cujos efeitos sdo preocupantes. Como contaminantes do
ambiente aquatico, destacam-se o lixo, 0 esgoto, 0s metais, o petréleo, os produtos
organicos sintéticos (onde se enquadram todos os agrotoxicos, inclusive o0s
inseticidas de uso doméstico), os nutrientes (em quantidades acima do limite,

tornam-se prejudiciais) e os elementos radioativos artificiais (NIENCHESKI, 2000).

1.3 POLUICAO AQUATICA POR AGROTOXICOS

O homem muitas vezes, sem conhecimento dos danos que pode

causar ao ecossistema, utiliza o solo seja para o plantio ou pecuaria sem critérios
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conservacionistas. Estas atividades podem desagregar o solo, provocando
fendbmenos de erosédo, desertificacdo, assoreamento dos rios e envenenamento de
solos e cursos d'dgua, com o uso de produtos altamente téxicos. Entre esses
produtos estdo os agrotoxicos usados na agricultura para combater as pragas e as
doencas que se proliferam nas diferentes culturas vegetais (SILVA et al., 2003).
Estes sdo divididos em diferentes classes, dentre as quais pode-se citar 0s
herbicidas, fungicidas, acaricidas, algicidas, larvicidas e inseticidas. Suas funcdes
basicas na agricultura incluem o aumento da produtividade, a melhoria da qualidade
dos produtos e a reducao do trabalho e dos gastos com energia (COUTINHO et al.,
2005).

A contaminacdo ambiental por agrotoxicos causa efeitos negativos
aos recursos naturais, a saude humana, além de trazer problemas para a propria
exploracdo agricola. O impacto dos agrotoxicos na saude humana e na qualidade
ambiental € preocupante, mesmo que as exposicfes ndo sejam frequentes e
ocorram em pequenas doses (CASTRO, 2004).

A partir do final da década de 1960, ocorreu uma profunda
transformacao na agropecuaria, com o uso em larga escala de agrotoxicos. No ano
de 2002, estima-se que cerca de 2,5 a 3 milhdes de toneladas de agrotéxicos sao
utilizados a cada ano na agricultura mundial. No Brasil, 0 consumo desses produtos
encontra-se em franca expanséo. O pais € responsavel pelo consumo de cerca de
50% da quantidade total de agrotoxicos utilizados na América Latina e ocupa o
quarto lugar entre os paises consumidores de agrotoxicos (MOREIRA et al., 2002).

Os riscos da ampla utilizagdo desses produtos ndo se limitam ao
homem do campo ou aos alimentos comercializados nas cidades que podem
apresentar residuos toxicos. Os residuos das aplicacdes também podem atingir os
mananciais de agua e o solo, causando a contaminacdo ambiental (MOREIRA et al.,
2002).

Os agrotoxicos representam o0s produtos mais amplamente
encontrados em corpos hidricos superficiais e subterraneos no mundo todo, em
funcdo de seu amplo uso em areas agricolas e urbanas. Eles compreendem uma
variedade de moléculas com propriedades distintas, que lhes conferem diferentes
graus de persisténcia ambiental, mobilidade e potencial toxico, carcinogénico,
mutagénico e teratogénico ou, ainda, algum efeito endocrino a diversos organismos

nao alvos, inclusive o ser humano (ARMAS, 2006).
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Os agrotoxicos podem alcancar os ambientes aquaticos atraves da
aplicacdo intencional, deriva e escoamento superficial a partir de areas onde
ocorreram aplicacfes (Figura 1). Através da lixiviagdo do solo, os agrotoxicos podem
alcancar os lencéis fredticos, cuja descontaminacdo apresenta grande dificuldade
(TOMITA; BEYRUTH, 2002). O excesso de pesticida deposita-se no solo sendo
arrastado para areas adjacentes e rios através da chuva, ou para areas mais
distantes pelos ventos. Ao alcancarem os rios entram na rede trofica por meio do fito
e zooplancton, chegando ao homem através do consumo de moluscos, peixes e

outros organismos aquaticos (SILVA et al., 2003).

Deriva

. N Escoamento superficial
" -
. Chuva : i
: v v ;
¥ :
Agrotéxicos | §

|

Organismos
aquaticos

Agua subterrianea

Sedimento

Figura 1 — Movimento dos agrotéxicos em ecossistemas aquaticos (Adaptado de NIMMO,
1985 e TOMITA; BEYRUTH, 2002).

Em vista do exposto, fica claro que o biomonitoramento das
possiveis conseqiéncias da exposi¢cdo aos agrotoxicos é uma linha de pesquisa
importante. Ha evidéncias, j4 a algum tempo, de que a exposi¢cdo aos agrotoxicos
resulta em alteracdes genéticas nas populacdes, que vao desde o aumento da
incidéncia de anormalidades de desenvolvimento até as quebras cromossdmicas e

alteragcbes na estrutura do gene. Atualmente, o0s testes para deteccdo de
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substancias genotdxicas séo realizados mediante a avaliacdo de muta¢cdes génicas,
danos ao DNA, e alterac6es cromossémicas em analises in vitro e in vivo (CASTRO,
2004).

1.4 GLIFOSATO

Entre os varios agrotoxicos existentes, atualmente o glifosato € o
herbicida mais extensamente usado no mundo (CAVAS; KONEN, 2007). Representa
60% do mercado mundial de herbicidas n&o seletivos, contabilizando um total de
US$ 1,2 bilhdo/ano com vendas do produto (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

O glifosato é uma organofosfato, derivado da glicina, cuja estrutura
quimica € o N-(fosfometil) glicina (Figura 2). Foi sintetizado pela primeira vez em
1950, mas a sua propriedade herbicida sé foi descoberta pelos cientistas da
Companhia Monsanto em 1970 (WILLIAMS et al., 2000).

ﬁ' 0
1
HO—C—C HE—NH—EHE—I'T—GH
OH

Figura 2 — Estrutura quimica da molécula de glifosato (WILLIAMS et al., 2000).

Em diversos tipos de cultivo, o glifosato costuma ser pulverizado e
absorvido na planta pelas folhas e cauliculos novos. O herbicida é, entao,
transportado por toda a planta, agindo sobre varios sistemas enzimaticos, inibindo o
metabolismo de aminoacidos (AMARANTE JUNIOR et al.,, 2002). Por ser um
herbicida ndo seletivo, de acéo sistémica e pos-emergente , interfere no crescimento
das plantas, inibindo a enzima 5-enolpiruvil shiguimato-3-fosfato acido sintetase
(PEPS), comprometendo assim a biossintese de aminoécidos aromaticos essenciais
como o triptofano, fenilalanina e a tirosina (MENEZES et al., 2004).
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O ¢lifosato é usado no controle de plantas invasoras em meios
agricolas, urbanos, domésticos, aquaticos e florestais. Na agricultura € indicado no
controle de plantas invasoras anuais e perenes, monocotiledoneas ou
dicotiledéneas, em culturas de arroz irrigado, cana-de-acucar, café, citros, maca,
milho, pastagens, soja (plantio direto ou indireto), fumo, uva e soqueira em cana-de-
acUcar. E indicado, ainda, para as culturas de ameixa, banana, cacau, nectarina,
péra, péssego, seringueira e plantio direto do algoddo (COX, 1998; AMARANTE
JUNIOR et al., 2002).

O transporte do glifosato no solo é fortemente dependente da sua
capacidade do complexacdo com metais, da adsorcdo dos constituintes do solo,
bem como das suas propriedades fisico-quimicas no meio aquoso, como sua
solubilidade em 4gua. A taxa da degradacédo do glifosato em solos diferentes e/ou na
agua varia de acordo com o grau de atividade microbiana do solo e da presenca de
ions metélicos (BARJA et al., 2001).

O glifosato ndo se bioacumula em organismos aquaticos e terrestres
(WILLIAMS et al.,, 2000) e quanto a sua toxicidade aguda, pertence a classe
toxicoldgica IV, ou seja, nao toxico (ANVISA, 2003). Essa baixa toxicidade deve-se
ao mecanismo de acdo do glifosato, que atua em uma via metabdlica exclusiva das
plantas (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

A principal rota de degradacédo do glifosato sdo os microrganismos
de solo e agua (por processos aerobicos e anaerébicos), que o decompdem por
meio de duas rotas catabdlicas, produzindo o acido aminometil fosfénico (AMPA)
como o principal metabdlito e sarcosina como metabdlito intermediario na rota
alternativa (GALLI; MONTEZUMA, 2005). Este ultimo consiste na transformacao do
glifosato em sarcosina por acdo da bactéria Agrobacterium radiobacter ou da
Enterobacter aeroneges. A sarcosina entra no metabolismo destes microorganismos
e de outros, degradando-se (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

1.5 ROUNDUP®

O Roundup® é o nome comercial de um herbicida produzido pela

Companhia Monsanto, que contém como principio ativo o glifosato, o qual é
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formulado como sal de isopropilamina (IPA), e um surfactante, o amino polioxietileno
(POEA), que é adicionado para facilitar a incorporacao do herbicida a planta.

Os herbicidas a base de glifosato estdo entre os mais usados do
mundo, porque sao altamente eficientes, tém baixo custo, sdo praticamente n&o
toxicos e rapidamente se degradam no ambiente (MONHEIT, 2002). Devido a sua
elevada solubilidade em agua e uso extensivo no ambiente (especialmente em
sistemas de 4gua rasa), a exposi¢cdo de organismos aquaticos ndo-alvo a esses
herbicidas é de interesse para os ecotoxicologistas (TSUI; CHU, 2003).

A toxicidade aguda do glifosato € considerada como baixa pela
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1994). No entanto, as formulacbes
comerciais a base de glifosato sdo mais agudamente toxicas do que o glifosato puro
(AMARANTE et al., 2002; PEIXOTO, 2005). Surfactantes como POEA encontrados
no Roundup® viabilizam a toxicidade dos produtos formulados a base de glifosato
para 0os organismos aquaticos (TSUI; CHU, 2003). Giesy et al. (2000) encontraram
gue o POEA foi mais téxico para peixes que o glifosato puro. Neskovic et al. (1996)
realizaram testes de toxicidade aguda com carpas (Cyprinus carpio) e encontraram
que a concentracado letal média para 96 horas (96 horas - LC50) de glifosato foi
bastante elevada, 620 mg.L™. No entanto, considerando o produto formulado
Roundup®, a CL50 - 96 horas variou de 2 a 55 mg.L™, dependendo da espécie de
peixe, da fase de vida e condi¢cdes dos testes (JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002).
Langiano e Martinez (2008) encontraram em testes de toxicidade aguda com o
herbicida Roundup®, que a CL50 - 96horas com juvenis de Prochilodus lineatus foi
de 13,69 mg.L™.

1.6 CONTAMINACAO DO AMBIENTE AQUATICO POR FORMULACOES A BASE DE GLIFOSATO

A presenca de agrotoxicos em aguas brasileiras passou a ser
evidenciada por diversos estudos, sendo os organoclorados as moléculas mais
monitoradas. Um numero restrito de programas de monitoramento ou simples
caracterizacdo, constando de um pequeno numero de outras moléculas de
diferentes classes de agrotéxicos e grupos quimicos, ja foi conduzido em distintas
bacias hidrograficas brasileiras (ARMAS, 2006).
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Com o intuito de monitorar residuos de agrotoxicos no ambiente e
em alimentos, métodos analiticos foram desenvolvidos para avaliar o risco de
contaminacgdo do solo e das aguas subterraneas e superficiais (BRITO et al., 2001).
Alguns trabalhos ja4 avaliaram a presenca da molécula do glifosato no ambiente
aquatico. Em amostras de aguas coletadas em area orizicola submetida a plantio
direto no Rio Grande do Sul foram detectados niveis de glifosato variando de 5 a
14,5 Mg.L™. Essas concentracdes encontradas de glifosato estdo acima do limite
méaximo permitido (7,0 Mg.L™) pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados,
para agua potavel (MATTOS et al., 2002), porém em ambito nacional, as
concentracbes encontradas estdo abaixo do permitido pela resolugdo Conama

357/2005, que estabelece o valor maximo de 65 ug.L"™

de glifosato para agua doce
de classe I.

Avaliacdo preliminar de agrotoxicos aplicados em plantacbes de
eucaliptos e coqueiros no Nordeste brasileiro quanto ao risco de contaminacédo de
aguas superficiais e subterraneas foi realizada. Com base em critérios sugeridos
pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), varios agrotdxicos
inclusive o glifosato, apresentaram potencial de contaminacdo das aguas, exigindo
assim monitoramento (BRITO et al., 2001).

Um levantamento dos agrotdéxicos empregados na cultura de cana
de acucar, na sub-bacia do rio Corumbatai (SP), no periodo de 2000-2003, mostra
que os herbicidas representam a classe de agrotdéxicos mais utilizados (ARMAS,
2006). Neste trabalho, verificou-se que o glifosato apresentou o maior volume de
agrotoxico consumido na cultura de cana de acucar, enfatizando assim a
importancia de seu monitoramento nos recursos hidricos. Niveis ndo quantificaveis
de glifosato foram encontrados nas amostras de agua e sedimentos dessa sub-
bacia, porém o glifosato foi a molécula mais freqliientemente detectada. Isso pode
ser explicado pela enorme solubilidade desse herbicida, tornando-o passivel de
atingir fontes de agua.

Percebe-se entdo, que a contaminagcdo aquatica pelo herbicida
glifosato é real, sendo fundamental a realizacdo de um monitoramento ambiental
constante. Embora as metodologias tradicionais de monitoramento baseadas em
caracteristicas fisico-quimicas dos agrotoxicos sejam de grande valia, é de
fundamental importancia a aplicacdo de analises integradas da qualidade da agua,

unindo os resultados das metodologias tradicionais de avaliacdo aos aspectos
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biolégicos do sistema (ARIAS et al., 2007). Desta forma, € importante também em
estudos que visam avaliar os efeitos de um agrotéxico ou outro poluente qualquer no
ambiente, a utilizacdo de organismos vivos ou ainda culturas de células, os quais

podem atuar como sistemas biol6gicos nos quais atuam tais agentes contaminantes.

1.7 O Uso bE Prochilodus lineatus como BIOINDICADOR

Define-se como bioindicador, um organismo que fornece
informacdes sobre as condi¢cdes ambientais de seu hébitat por sua presenga ou
auséncia ou pelo seu comportamento (VAN GESTEL; VAN BRUMMELEN, 1996).
No ambiente aquatico, moluscos e peixes tém sido empregados como organismos -
sentinelas em programas de biomonitoramento. Em destaque, 0s peixes estédo
sendo escolhidos como bioindicadores, devido a posicdo chave que esses
organismos ocupam na cadeia trofica e também devido ao seu elevado valor
comercial (VIARENGO et al., 2007).

Atualmente, a maioria dos estudos relacionados com a exposicdo a
contaminantes foi realizada com espécies de regides temperadas, enquanto poucas
pesquisas tenham investigado o impacto de poluentes em espécies presentes em
ecossistemas tropicais (LACHER JR; GOLDSTEIN, 1997). Castillo et al. (1997)
chamam a atencdo para a necessidade de que sejam desenvolvidos métodos
sensiveis de monitoramento dos efeitos de poluentes em regides tropicais, bem
como a identificacdo de espécies sensiveis, de valor econdmico e ecoldgico, que
possam ser usados em testes de toxicidade.

Na regido Neotropical, a espécie de peixe Prochilodus lineatus
(VALENCIENNES, 1847), conhecida popularmente como curimba, constitui uma
espécie bioindicadora em potencial, pois sua distribuicdo esta restrita a locais pouco
impactados. Em um levantamento ictiofaunistico realizado na bacia do rio Tibagi
(Estado do Parana), Bennemann et al. (1995) mostraram que P. lineatus ocorria com
maior freqiéncia em Sapopema e Ipiranga, que correspondem as regiées menos
impactadas ao longo do rio Tibagi. Esses autores nao registraram a presenca de P.
lineatus em Telémaco Borba, regido onde se encontra a industria de papel e

celulose Klabin S.A
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Figura 3 — Exemplar juvenil de Prochilodus lineatus.

De acordo com a classificagdo taxondmica atual, a espécie
Prochilodus lineatus pertence a familia Prochilodontidae, ordem Characiformes e
superordem Ostariophysi. Quanto a biologia, esta espécie tem seu desenvolvimento
inicial em lagoas marginais na planicie de inundagéo, onde 0s ovos permanecem por
cerca de 24 horas, dando origem a diminutas larvas que medem cerca de 3 mm de
comprimento. Essas larvas se alimentam de zooplancton, que se formam nas lagoas
marginais. Apés 25 dias de vida, a larva perde a primeira denticdo e a boca se torna
protactil. Seu habito alimentar muda, passando a ser detritivoro (PAIVA et al., 2002)
isto €, passa a consumir quase que exclusivamente finas particulas do lodo, onde
estdo contidos sedimentos inorganicos, além de detritos organicos e diatomaceas
(DOMINGUES; HAYASHI, 1998). Por se alimentar de detritos, estes peixes ficam
expostos a substancias quimicas, que eventualmente, tenham ficado retidas no
sedimento (MARTINEZ; COLUS, 2002).

Segundo Paiva et al. (2002), P. lineatus € uma espécie que precisa
migrar contra a correnteza dos rios para os estimulos do desenvolvimento sexual, da
maturacdo das gbnadas e para o proprio ato reprodutivo (desova). Como espécie
migradora, este peixe estad sujeito aos ambientes eventualmente impactados por
insumos agricolas, durante seu deslocamento na piracema. Quanto a sua
distribuicdo, P. lineatus é encontrado principalmente nos rios das regides Sul e
Sudeste do Brasil e em paises limitrofes como Paraguai, Argentina e Uruguai.
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1.8 BIOMARCADORES

Antes de atingir niveis superiores de organizacdo biolégica, como
comunidades e ecossistemas, os efeitos dos contaminantes podem ser verificados
em niveis de organizacdo biolégica inferiores, que ocorrem mais rapidamente e
permitem que esses efeitos ou alteragdes sejam observados com certa
antecedéncia (Figura 4), possibilitando a identificacdo de problemas antes que o
ambiente como um todo seja afetado (JONSSON; CASTRO, 2005). Além do que, a
especificidade das alteracfes biologicas e a compreensdo sobre os efeitos dos
contaminantes sdo, geralmente, maiores nos niveis mais baixos de organizacao
(ARIAS et al., 2007).

primeiros sinais
(biomarcadores)

—1
miglescular

subcalular (organalas)

\ celular

Exposigio a um \
paluente / tacido

I elslémico [drgfos)

y .
b ,"HI erganismao

efeilos tardios

Figura 4 — Representacdo esquematica da ordem seglencial de alteracdes bioldgicas
devido a presenca de poluentes dentro de um sistema bioldgico (Retirado de
ARIAS et al., 2007 baseado em VAN DER OST, 2003).

by

Qualquer alteracdo biologica relacionada a presenca de um
composto quimico no ambiente no nivel sub-individual, medida dentro do organismo
ou em seus produtos (urina, fezes, pélos ou penas), que indica um desvio do estado

normal e que ndo pode ser detectada no organismo intacto, é definida como
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biomarcador (VAN GESTEL; VAN BRUMMELEN, 1996). Desta forma, o biomarcador
€ utilizado como um sinal prévio refletindo a alteracdo biolégica causada por uma
substancia (VAN DER OOST et al., 2003).

Diferentes parametros bioldgicos sdo utilizados como indicadores
para sinalizar as mudancas associadas a presenca de contaminantes. O grau de
integridade do DNA tem sido proposto como um indicador sensivel de
genotoxicidade e um biomarcador efetivo para monitoramento ambiental. Os danos
no DNA dos organismos aquaticos que vivem em ambiente poluidos podem ser
usados para estudar a genotoxicidade de agentes toxicos em organismos, como

também para a avaliacdo de risco ecotoxicolégico e ambiental (ZHU et al., 2005).

1.9 AGENTES E ALTERACOES GENOTOXICAS

Compostos que tém o potencial de causar danos no DNA dos
organismos sao chamados de agentes genotoxicos. Essas substancias podem agir
diretamente, alterando a estrutura do DNA. Tais efeitos podem incluir rupturas na
cadeia de DNA, modificacbes nos nucleotideos, aberragbes cromossémicas e
mutacdes de ponto (FRENZILLI et al., 2004). Estes sao efeitos, que, na sua maioria,
ocorrem em tecidos somaticos e se manifestam no nivel molecular da organizacao
biolégica (THEODORAKIS et al., 1998). Entretanto, quando tais efeitos atingem
células reprodutoras, as mudancas produzidas no DNA poderdo ser transmitidas aos
descendentes, comprometendo as futuras geracbes (LYONS et al., 1997,
THEODORAKIS et al., 1998).

Diversos contaminantes aquaticos tém sido reconhecidos como
passiveis de interagir com o DNA de células vivas e, portanto, de produzir efeitos
genotoxicos (FRENZILLI et al., 2004). De acordo com estes autores, a perda da
integridade do DNA, se ndo propriamente reparada, pode determinar a inducéo de
mutacfes, aberracbes cromossbmicas, defeitos congénitos e surgimento de
doengas como o cancer em vertebrados. Assim, existe um grande interesse por
parte dos pesquisadores de avaliar o impacto de substancias potencialmente

genotoxicas liberadas em ambientes aquaticos.
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1.10 TESTES DE GENOTOXICIDADE

Os recentes avangos na genética toxicoldgica resultaram em uma
variedade de metodologias que podem ser usadas para avaliar o impacto de
agentes potencialmente genotoxicos aos organismos (LYONS et al., 1997,
BICKHAM et al., 2000; JHA, 2004).

1.10.1 Ensaio do Cometa

Nos ultimos anos houve um aumento de interesse na metodologia
do Ensaio do Cometa ou SCGE (Single Cell Gel Eletrophoresis Assay), pois este
teste pode ser usado em varios estudos, tanto in vivo como in vitro, para avaliar
dano e reparo no DNA (CASTRO, 2004). Trata-se de um método rapido, no qual as
lesbes no DNA podem ser vistas na auséncia da atividade mitética. Essa técnica
possui vantagens de utilizagdo por necessitar de um pequeno numero de células, ter
boa reprodutividade e ser aplicavel em qualquer organismo eucarioto (CASTRO,
2004). E um teste de genotoxicidade capaz de detectar danos no DNA induzidos por
agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes, porém ndo €& um teste de
mutagénese, pois avalia a ocorréncia de danos passiveis de reparos. O teste do
cometa pode ser realizado tanto em animais como em plantas.

Dois protocolos principais estdo disponiveis para a execu¢do do
teste, de acordo com o pH. A versdo neutra detecta quebras de fitas duplas nas
moléculas de DNA e crosslinks e a alcalina detecta quebras de fita Unica e dupla,
sitios alcali-l4beis e crosslinks (SILVA et al., 2003). Ostling e Johanson (1984) foram
os primeiros a desenvolver a técnica de eletroforese em microgel para detectar
danos no DNA em célula individual, sob condicédo de pH neutro. Subsequientemente,
Singh et al. (1988) introduziram uma técnica de microgel que envolve eletroforese
sob condicéo alcalina (pH 13). Com a elevacao do pH, a sensibilidade do teste foi
aumentada, podendo-se visualizar além de quebras de fita dupla de DNA, também

quebras de fita simples e sitios alcali-labeis (TICE et al., 1990).
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O teste do cometa se baseia na deteccdo de fragmentos de DNA
gue na eletroforese migram do centro nuclear muito mais rapidamente do que o DNA
intacto, resultando na formacdo de um cometa com cauda (TICE et al., 1990). A
técnica consiste, inicialmente, na disposicdo de uma suspensdo de células
embebidas em gel de agarose sobre a superficie de uma lamina. Em seguida, as
laminas sao transferidas para uma solugcdo com alta concentracdo de sais e
detergentes afim de romper as células, removendo o seu conteudo citoplasmético e
membrana nuclear. Posteriormente, as laminas s&o imersas em um tampéao de pH
variavel de acordo com a versdo do teste empregado. Tal processo visa 0
desenovelamento das cadeias de DNA, pelo rompimento das estruturas secundaria
e terciaria presentes no nucleo celular. Imediatamente apés o desenovelamento, as
laminas sdo submetidas a uma corrente elétrica de modo a induzir a migracdo dos
fragmentos de DNA no sentido da corrente elétrica (VILLELA et al., 2006).

Vérias pesquisas estado utilizando o ensaio do cometa para detectar
danos no DNA de peixes causados por diversos poluentes, como por exemplo, o
benzeno (BUCKER et al., 2006), a atrazina (VENTURA et al., 2007), o éleo diesel
(VANZELLA et al., 2007), os metais pesados (CESTARI et al., 2004), entre outros.

Para os organismos aquaticos, diferentes células foram usadas no
ensaio do cometa. Enquanto que para 0s peixes, 0s eritrocitos sao as principais
células utilizadas neste tipo de ensaio, nos estudos envolvendo moluscos e
crustaceos, os hemocitos da hemolinfa sdo as células mais comumente utilizadas
(LEE; STEINERT, 2003). Vanzella et al. (2007) utilizaram eritrocitos de Prochilodus
lineatus para avaliar danos no DNA de peixes expostos a fracdo do diesel solavel
em &gua. Eritrocitos também foram usados para detectar os efeitos do herbicida
atrazina, em peixes da espécie Oreochromis niloticus (VENTURA et al., 2007).

Além disso, células de diferentes tecidos dos organismos aquaticos
foram isoladas e usadas no ensaio do cometa. Varios tecidos potencialmente
sujeitos a agentes genotdxicos sao removidos e, a partir deles sao feitas
suspensdes celulares. Em peixes, diferentes tecidos como intestino, figado, rim,
branquias, gbnadas, baco e musculo foram escolhidos para se avaliar danos no
DNA por meio do ensaio do cometa (LEE; STEINERT, 2003). Em especial, as
branquias, por estarem em contato direto com 0 meio ambiente e consequentemente
com os poluentes presentes na agua, sao escolhidas como tecido- alvo. Kilemade et

al. (2004) analisaram danos no DNA de varios tecidos como epiderme, branquias,
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baco e figado de peixe Scophthalmus maximus L. e observaram que as células do
figado e das branquias se mostraram mais sensiveis que as células de baco e

epiderme.

1.10.2 Teste do Micronucleo

O Teste do Micronucleo (MN) € uma outra metodologia que tem sido
amplamente empregada por um grande numero de autores para avaliar alteracfes
mutagénicas em diferentes organismos, incluindo peixes (AL-SABTI; METCALFE,
1995). Os micronucleos (MN) sdo pequenos corpusculos, compostos por material
cromossOmico, presentes no citoplasma. Eles aparecem nas células filhas, em
decorréncia de danos induzidos nas células parentais. Esses microndcleos podem
ser resultante de quebras cromossdmicas ou de perdas de cromossomos inteiros
que podem ndo ser incorporados ao nucleo principal das células filhas apés a
mitose. Uma membrana nuclear se formara em volta do fragmento, o qual sera
visivel como um pequeno nucleo separado do nucleo principal da célula (RIBEIRO et
al., 2003). Assim, os MN podem ser originados a partir de agentes clastégenicos, ou
seja, compostos que induzem a perda de fragmentos cromossOmicos, ou por
agentes aneugénicos, que sao aqueles que induzem a perda de cromossomos
inteiros por segregacdo cromossémica anormal. Este teste tem sido utilizado para
estimar danos citogenéticos induzidos por agentes quimicos ou fisicos. Entretanto,
uma grande parte dos trabalhos publicados até agora realizou este teste com
espécies de mamiferos (especialmente roedores), embora o teste do micronucleo
seja uma ferramenta util também com amostras obtidas de outros animais que néo
mamiferos.

Esta técnica permite detectar as propriedades genotoxicas de
componentes presentes no ambiente aquatico (UDROIU, 2006). De fato, o teste do
micronucleo em peixes tem mostrado ser Util em técnicas in vivo, para testar a
mutagenicidade e também mostra potencial para monitoramento in situ da qualidade
da dgua (AL-SABIT; METCALFE, 1995).

Vérios trabalhos ja utilizaram o teste do micronucleo para detectar a

mutagenicidade de diversos poluentes em animais aquaticos, como peixes. Por
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exemplo, na truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) exposta a 6 compostos
genotoxicos, como a mitomicina e a ciclofosfamida (AYLLON; GARCIA-VAZQUEZ,
2001); em tilapia coletadas no lago Paranoa (GRISOLIA; STARLING, 2001); em
tilpias expostas a efluentes de uma refinaria de petrdleo (CAVAS; ERGENE-
GOZUKARA, 2005); em tilapia coletadas no rio Paraiba do Sul (SP) (SOUZA;
FONTANETTI, 2006), em peixes-dourados (Carassius auratus) expostos a chorume
de um aterro sanitario (DEGUCHI et al., 2007).

Contudo, até o momento, apenas um numero restrito de trabalhos
tem empregado o teste do micronucleo para avaliar a acdo de poluentes em
espécies de peixes neotropicais. Martinez e Colus (2002) empregaram este teste
para a avaliacdo do efeito de diferentes poluentes em duas espécies de peixes
neotropicais (Prochilodus lineatus e Astyanax altiparanae) encontrando um aumento
na freqiéncia de micronucleos para substancias como herbicidas, inseticidas e
metais como chumbo e aluminio. Vanzella et al. (2007) também utilizaram o teste do
microndcleo para avaliar o potencial mutagénico da fragdo soltvel de diesel em agua
em peixes Prochilodus lineatus, observando um aumento na frequéncia de eritrocitos

micronucleados.

1.10.3 Alteracdes Eritrociticas Nucleares

Além da frequéncia de micronucleos, a ocorréncia de alteracdes
nucleares nos eritrocitos também foi considerada como um indicador de danos
genotoxicos. Estas alteracdes foram descritas, primeiramente, em eritrocitos de
peixes por Carrasco et al. (1990) e foram classificadas em: 1) células binucleadas; 2)
nucleo segmentado; 3) nucleo lobulado; 4) ndcleo com constricdo ou em "forma de
rim" e 5) ndcleos com vacuolos. Os mecanismos responsaveis pelas alteracdes
eritrociticas nucleares ainda ndo foram inteiramente explicados (CAVAS; KONEN,
2007).

Paralelamente ao teste do micronucleo, muitos autores estédo
utiizando a ocorréncia dessas alteracbes nucleares como indicativo do dano
citogenético em espécies de peixes. Ayllon e Garcia-Vazquez (2001) encontraram,

além de micronucleos, a ocorréncia de alteracbes nucleares em eritrécitos
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periféricos de truta induzidos por ciclofosfamida e mitomicina-c, dois produtos com
forte acdo clastogénica. Alta incidéncia de microndcleos e alteracfes nucleares
também foi observada por Souza e Fontanetti (2006) em eritrocitos de tilapias de um
rio contaminado por efluentes de uma fabrica de transformagéo de xisto. Além disso,
aumento na frequéncia de alteracdes eritrociticas nucleares em peixes expostos a
agua do mar contaminada, tanto na exposicdo em bioensaios quanto in situ, foram

observados por Van Ngan et al. (2007).

1.11 GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE DAS FORMULACOES A BASE DE GLIFOSATO

Agéncias reguladoras como a Organizacdo Mundial da Saude - OMS
(1994) e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos - EPA (1993)
concluiram que o glifosato ndo possui propriedades carcinogénicas, mutagénicas e
teratogénicas. Porém, estudos cientificos tém demonstrado que tanto o glifosato
como os produtos a base de glifosato podem ter potencial mutagénico. Ja foi
constatado que os produtos a base de glifosato como o Roundup® sao
potencialmente mais mutagénicos do que o préprio glifosato em decorréncia da
presenca dos surfactantes, os quais potencializam a acéo do glifosato (COX, 1998).
Bolognesi et al. (1997) mostraram a acdo mutagénica do Roundup®, quando
compararam a acao deste produto comercial com a do glifosato, em uma bateria de
ensaios com ratos (Swiss CD1), para avaliar a inducdo de danos do DNA e de
efeitos cromossOmMIcos in vivo e in vitro.

Véarios estudos envolvendo diferentes organismos e diferentes
técnicas ja foram realizados para verificar se o glifosato e formulacfes relacionadas
se mostravam genotoxicos e mutagénicos. Adicionalmente, diversos ensaios in vitro
com a bactéria Salmonella typhimurium também foram realizados por alguns
autores, tendo sido observado que o principio ativo glifosato ndo se mostrou
mutagénico (WILDEMAN; NAZAR, 1982, MORIYA et al., 1983, LI; LONG, 1988).
Testes de mutacdo reversa com S. typhimurium expostos ao Roundup®, também
nao demostraram inducdo de mutagdes (NJAGI; GOPALAN, 1980; RANK et al.,
1993; KIER et al.,1997).
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Aberracbes cromossémicas foram observadas em células de Allium
cepa expostas ao Roundup® , mas ndo ao glifosato (RANK et al., 1993). Também
em plantas, Dimitrov et al. (2006) ndo observaram o aumento na frequéncia de
microndcleos em células meristematicas de raizes de Crepis capillaris expostas a
véarias concentracdes de Roundup®, mostrando que nas condicdes analisadas este
ndo se mostrou mutagénico Ja Lioi et al. (1998ab), utilizando estudos in vitro,
encontraram aberracdes cromossémicas em linfécitos periféricos, tanto humanos
guanto bovinos expostos ao glifosato.

Estudos tém também revelado que as formulacbes a base de
glifosato mostram resultados controversos em relacao a formulacao testada, dose da
aplicacdo, uso da metodologia e do organismo (CAVAS; KONEN, 2007). Para
avaliar possiveis danos ao DNA causados por formulacbes a base de glifosato,
varios trabalhos estao utilizando como metodologias o ensaio do cometa, o teste do
micronucleo e a ocorréncia de alteragdes nucleares com diferentes organismos.

Varios trabalhos ja foram realizados utilizando o teste do
microndcleo para avaliar a mutagenecidade do glifosato e formulagbes, como o
Roundup®, em diferentes dosagens com células de medula 6ssea de camundongos.
Foram obtidos resultados negativos (RANK et al., 1993a,b; KIER et al.,, 1997;
GRISOLIA, 2002) e positivos (BOLOGNESI et al., 1997; TORRES et al,
2006), quanto a mutagenecidade desses produtos. Dimitrov et al. (2006) nao
encontraram uma resposta mutagénica, quando avaliaram a frequéncia de
micronucleos em eritrocitos policromaticos de camundongos, apés administracao
oral de doses de Roundup®. Ja Torres et al. (2006) encontraram um aumento na
frequéncia de micronucleos em eritrocitos policromaticos de medula déssea de
camundongos injetados com varias doses de glifosato.

O teste do microndcleo com eritrocitos de medula 0ssea é usado
atualmente como um sistema-teste modelo em muitos paises e organizagdes.
Porém, muitos trabalhos também tém mostrado que o teste do micronucleo em
peixes é bastante sensivel para detectar agentes genotoxicos. Considerando a
distancia filogenética entre camundongos e peixes, resultados mostram que 0s
peixes sdo mais sensiveis a toxicidade dos agrotoxicos. Grisolia (2002) utilizou como
sistema-teste camundongos e peixes (Tilapia rendalli) injetados com varias
dosagens de Roundup®. Enquanto este autor observou um aumento significativo na

freqléncia de micronucleos nesta espécie de peixe, nenhuma alteracéo significativa
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foi detectada em relacdo as células dos camundongos, indicando que o0 ensaio do
micronucleo em peixes pode ser usado como um sistema-teste genotoxicolégico.

Além de testes citogenéticos, a presenca de lesées no DNA
relacionadas com o glifosato e suas formulacbes tem também sido objeto de
investigacdo por parte de alguns autores. Em um estudo utilizando o ensaio do
cometa, Clements et al. (1997) encontraram danos genotdxicos em ras da espécie
Rana catesbeiana expostas durante 24h ao Roundup®. Varios estudos envolvendo
os efeitos da toxicidade do glifosato em peixes tém sido realizados recentemente,
porém na literatura cientifica sdo encontrados somente dois estudos que examinam
os efeitos citogenéticos e lesées no DNA de peixes utilizando o ensaio do cometa,
causados pelo Roundup®.

Além do estudo de Grisolia (2002), danos genéticos foram avaliados
pelo ensaio do cometa, teste do micronucleo e alteragcdes eritrociticas nucleares em
eritrocitos do peixinho dourado (Carassius auratus) expostos a concentracdes de 5,
10 e 15 ppm de glifosato diluidos a partir do Roundup®. Diferencas significativas
foram observadas em ambos os testes, mostrando que no estudo em questéo, o
Roundup® se mostrou genotoxico e mutagénico (CAVAS; KONEN, 2007).

As formulacBes a base de glifosato sdo consideradas de baixo risco
a saude dos seres humanos, porém alguns estudos estdo mostrando o contrario.
Resultado positivo, quanto a genotoxicidade do glifosato adicionado a surfactantes,
foi encontrado pelo ensaio do cometa em cidaddos equatorianos expostos por
pulverizacdo aérea a esse composto (PAZ-Y-MINO et al., 2007). Efeitos citotdxicos e
genotoxicos também foram vistos em células humanas expostas in vitro ao glifosato,
sugerindo que o mecanismo de acdo do glifosato ndo esta limitado as células das
plantas (MONROY et al., 2005).

Com base no exposto, o proposito desse trabalho foi avaliar os
possiveis efeitos genotdxicos e mutagénicos do herbicida Roundup® em peixes da
espécie Prochilodus lineatus, utilizando o ensaio do cometa, teste do micronucleo e

alteracdes eritrociticas nucleares.
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2 OBJETIVOS

» Avaliar a ocorréncia de danos no DNA dos peixes P. lineatus
expostos a concentracdo de 10 mg.L™ do produto comercial Roundup®, em testes
de toxicidade aguda, empregando o ensaio do cometa com células sanguineas e
branquiais, teste do micronucleo e das alteracdes eritrociticas nucleares;

* Verificar a aplicabilidade do ensaio do cometa com células
branquias como uma ferramenta para detectar alteracbes genéticas em peixes da
espécie P. lineatus quando expostos ao herbicida Roundup® ;

* Avaliar a utilizagéo destes testes como biomarcadores capazes de
fornecer informacfes relevantes para o monitoramento de recursos hidricos que

recebem efluentes oriundos de atividades agricolas.
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Resumo

Atualmente o glifosato é o herbicida mais extensamente usado no mundo e se
caracteriza por ser um herbicida ndo seletivo, de amplo espectro, utilizado para
inibicdo de crescimento de ervas indesejadas na agricultura. Um dos principais
produtos encontrados no mercado, que contém como principio ativo o glifosato € o
Roundup®. Assim como varios outros agrotoxicos, o Roundup® pode alcancar o
ecossistema aquatico e atingir organismos n&o-alvos, como o0s peixes. Muitos
agrotoxicos possuem potencial genotdxico, que € um fator de risco inicial para gerar
efeitos carcinogénicos e reprodutivos em longo prazo. O objetivo desse estudo foi
avaliar os possiveis efeitos genotdxicos e mutagénicos da exposi¢cao aguda (6, 24 e
96h) ao herbicida Roundup®, na concentracao de 10 mg.L'1, para a espécie de peixe
neotropical Prochilodus lineatus. Para tanto, os eritrocitos foram usados no ensaio
do cometa, teste do micronucleo e analise da ocorréncia de alteragdes nucleares e o
ensaio do cometa foi padronizado para as células branquiais. Os resultados
indicaram que o Roundup® promove danos genotdxicos em eritrocitos e células
branquiais de P. lineautus. Os escores médios obtidos no ensaio do cometa para
eritrocitos de P. lineatus apos exposicdo de 6 e 96h ao Roundup® foram
significativamente maiores do que seus respectivos controle-negativos. Ja os
escores médios para células branquiais mostraram aumento significativo para apos
exposigcao de 6 e 24h, em relagdo aos seus respectivos controles-negativos. A
frequéncia de micronucleos e das outras alteragdes eritrociticas nucleares obtidas
para os peixes expostos ao Roundup® nado diferiram significativamente dos seus
respectivos controles-negativos, para todos os tempos experimentais. Com base
nestes resultados pode-se afirmar que nas condigdes testadas o Roundup®
apresentou efeito genotdxico para P. lineatus, e que o teste do cometa realizado
com células branquiais € uma ferramenta sensivel para detectar danos genéticos em

peixes.

Palavras-chave: Glifosato. Roundup® .Ensaio do cometa. Teste do micronutcleo.
Peixe Neotropical.
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1. Introdugao

Herbicidas constituem uma categoria heterogénea de produtos quimicos
especificamente fabricados para o controle de plantas invasoras [1], podendo
alcancar o ecossistema aquatico de forma intencional ou, indiretamente, por meio de
escoamento superficial do solo a partir de areas onde ocorreram aplicagdes [2].
Dados experimentais revelam que varios agrotoxicos possuem propriedades
genotéxicas ou mutagénicas, que constituem fatores de risco inicial para gerar
efeitos carcinogénicos e reprodutivos em longo prazo [1].

Atualmente, dentre os varios agrotoxicos existentes no mercado, o glifosato é
0 mais extensamente usado e seu uso na agricultura estd em continua expansao em
plantacdes que envolvem vegetais geneticamente modificados para tolerar o
tratamento com este herbicida [3]. O glifosato caracteriza-se por ser um herbicida
nao seletivo de amplo espectro utilizado para inibicdo de ervas indesejadas na
agricultura e nas paisagens industriais, urbanas, florestais e aquaticas [4].

O Roundup® é o nome comercial de um herbicida que contém como principio
ativo o glifosato, o qual é formulado como sal de isopropilamina (IPA), e um
surfactante, o amino polioxietleno (POEA), que é adicionado para facilitar a
incorporacao do herbicida a planta [5,6]. Devido a sua elevada hidrossolubilidade e
seu extenso uso, especialmente em sistemas de aguas rasas, a exposi¢cdo de
organismos aquaticos ndo—alvo a esse herbicida € preocupante [7].

A toxicidade aguda do (glifosato é considerada como baixa pela
Organizagdo Mundial da Saude [8]. No entanto, as formula¢gdes comerciais a base
de glifosato sdo geralmente mais toéxicas do que glifosato puro [9,10]. Surfactantes,
como o POEA do Roundup® sdo o principal componente téxico dos produtos

formulados a base de glifosato para os organismos aquaticos [7]. Giesy et al. [11]
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observaram que o POEA foi mais toxico para os peixes que o glifosato puro. Testes
de toxicidade aguda, realizados com carpas (Cyprinus carpio), revelaram que a
concentragao letal média para 96 horas (CL5096h) de glifosato € bastante elevada,
ou seja, de 620 mg.L'1 [12]. De forma diversa, os valores de CL5096h do produto
formulado Roundup® foram bem menores, variando de 2 a 55 mg.L'1, dependendo
da espécie de peixe, da fase de vida e condigbes dos testes [13]. Langiano e
Martinez [14] determinaram em testes de toxicidade aguda a CL5096h do herbicida
Roundup® para juvenis de Prochilodus lineatus como 13,69 mg.L'1.

Embora os estudos sobre os efeitos bioldégicos dos agrotdxicos tenham
aumentado nos ultimos anos, muitas vezes os resultados sobre a genotoxicidade
destes produtos sédo incompletos e, por vezes contraditérios. O potencial genotdxico
do Roundup® vem sendo estudado extensivamente por meio de diferentes
metodologias, contudo resultados conflitantes tém sido encontrados, sejam estes
baseados em um mesmo tipo de ensaio ou em diferentes testes [15].

Os efeitos genotoxicos de poluentes podem ser monitorados usando ensaios
in vitro e in vivo, porém, o teste do micronucleo e o ensaio do cometa sdo os mais
amplamente utilizados em avaliagdes mutagénicas e genotdxicas, respectivamente,
devido, em parte, a sensibilidade de ambos os testes em detectar os danos no DNA
e a rapidez na obtencdo de resultados [4]. Em peixes, o teste do micronucleo
envolvendo eritrcitos de sangue periférico € o mais amplamente utilizado [16].
Como complemento ao teste do micronucleo, muitos autores estdo avaliando a
ocorréncia de alteragbes morfoldgicas no nucleo dos eritrécitos dos peixes, também
chamadas de alteragdes eritrociticas nucleares (AENs), como possiveis indicadores

de genotoxicidade [17].
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No Brasil, os herbicidas a base de glifosato sdo os mais utilizados e seu
consumo aumentou 95%, no periodo de 2000 a 2004. Apenas no estado do Parana
4.562 toneladas de glifosato foram usadas nas culturas de soja e milho, entre 2000 e
2002 [18] e concentragdes elevadas de glifosato ja foram detectadas em corpos de
agua préximos a areas de cultura intensiva [19] Apesar de sua extensa utilizagao,
pouco se conhece sobre os efeitos genotéxico e mutagénico deste herbicida para
especies de peixes brasileiras. Diversos estudos tém mostrado que Prochilodus
lineatus, um peixe neotropical de habito detritivoro, comumente encontrado em rios
das regides sul e sudeste do Brasil € uma espécie bioindicadora em potencial
[20,21]. Além dos poluentes presentes na agua, estes peixes, por se alimentarem de
detritos, ficam expostos a substancias quimicas que eventualmente tenham ficado
retidas no sedimento [22].

Em estudos com peixes, principalmente pela facilidade de obtencao e de uso,
os eritrocitos de sangue periférico tém sido o principal tipo de célula analisada no
ensaio do cometa e teste do micronucleo [17,23-27]. Contudo, pesquisas revelam
que células de branquias de peixes expostas a um poluente podem mostrar danos
mais frequentes ao DNA que os eritrécitos destes animais [23]. Isto pode ser
explicado pelo fato das células branquiais estarem continuamente se dividindo e
também por estarem diretamente em contato com o contaminante no ambiente
aquatico [24].

Dentro deste contexto o propédsito desse trabalho foi avaliar, com base no
ensaio do cometa, teste do micronucleo e alteragdes eritrociticas nucleares (AENS),
0s possiveis efeitos genotoxicos da exposicdo aguda ao herbicida Roundup® para

peixes da espécie P. lineatus.
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2. Materiais e métodos

2.1. Animais

Foram utilizados exemplares jovens de Prochilodus lineatus (Valenciennes,
1847), apresentando peso médio de 9,579 + 5,42 e comprimento total de 9,7cm +
1,81 (média £+ DP, n= 50), cedidos pela Estacdo de Piscicultura da Universidade
Estadual de Londrina (EPUEL). Os peixes foram submetidos a um periodo de
aclimatagcédo por pelo menos uma semana antes dos experimentos. Durante este
periodo os peixes foram mantidos em tanques de 300 L, com agua continuamente
aerada, temperatura em torno de 20° C, pH em torno de 7,0, fotoperiodo de 14 h de
escuro € 10 h de luz. Os peixes foram alimentados com ragao comercial a cada 48

horas, exceto durante e no dia anterior aos testes.

2.2. Testes de toxicidade

Apods a aclimatacgéao, os peixes foram divididos em dois grupos (experimental e
controle), contendo 6 peixes cada um. Uma réplica de cada grupo foi também feita.
Os animais foram mantidos em aquarios de 100L, em uma densidade inferior a
relacdo de 1g de peixe para cada litro de agua. Os aquarios dos grupos controle
foram preenchidos apenas com agua desclorada, enquanto os aquarios dos grupos
experimentais foram preenchidos com agua contendo o herbicida Roundup® emuma
concentragcao de 10 mg.L'1, que corresponde a 75% do valor da CLsg 96h deste
herbicida para P.lineatus. Esta mesma concentracdo foi usada para avaliar os
efeitos fisioldgicos deste herbicida para a mesma espécie de peixe por Langiano e
Martinez [14].).

Os peixes foram mantidos nos aquarios em testes de toxicidade estaticos e

agudos (6, 24 e 96h). Durante os testes, a agua foi constantemente monitorada
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para temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade. As caracteristicas fisico-
quimicas da agua dos grupos controle e experimentais, em todos os periodos de
exposi¢ao, mantiveram-se estaveis durante os experimentos, e os valores médios
(média + desvio padrao) obtidos para os grupos controle e experimentais foram,
respectivamente: temperatura 25,67 + 0,52 e 25 + 0 °C; pH 7,37 + 0,17 e 7,39 +
0,10; OD 6,98 + 0,81 e 7,02 + 0,84 O,. L™*; condutividade 53,67 + 10,40 62, 83 + 4,35
uS.cm . Os peixes foram anestesiados com benzocaina e, ent&o, sacrificados por
secg¢do medular. A retirada do sangue, para os ensaios do cometa, micronucleo e
avaliagcdes das alteragdes eritrociticas nucleares (AENs), foi feita por meio da veia
caudal, utilizando-se uma seringa heparinizada. Um volume de 10 uL do sangue
coletado dos peixes foi transferido para um tubo de microcentrifuga contendo 700uL
de salina (PBS: NaCl 126,6mM, KCL 4,8mM, CaCl 1,5mM, NaHCO; 3,7mM,
Na;HPO, 8,9mM, NaH,PO, 2,9 mM) e mantido em gelo até o momento de se
realizar o ensaio do cometa.

As branquias dos peixes também foram removidas para o ensaio do cometa.
Imediatamente apds a remocéao, os filamentos branquiais foram separados e limpos,
com o auxilio de pincel e solugcdo salina, para a retirada da maior quantidade
possivel de sangue. Em seguida, o arco branquial foi cortado e descartado e os
filamentos branquiais foram armazenados em 700uL de solucdo salina e mantidos
em gelo até o momento da preparagao da suspenséo celular. A metodologia para a
obtencdo da suspenséao de células branquias foi baseada em protocolo descrito por
Kilemade et al. [28], com modificagbes. Os filamentos foram seccionados com o
auxilio de navalhas de ag¢o descartaveis, sobre uma placa de cera e o material
resultante foi colocado em um tubo de microcentrifuga. Para a dissociagdo das

células foram adicionados 200uL de tripsina a 0,25% (0,125 gramas de tripsina em
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p6é + 50 mL de H,O + 0,5 mL de EDTA 0,5M), a temperatura ambiente, sendo
homogeneizados manualmente por inversdo peridédica durante 15 min. Apds esse
periodo, foi acrescido aos tubos 200 uL de soro bovino fetal, que tem a funcao de
inibir a agao da tripsina. Apds 15 minutos com o auxilio de uma pipeta Pasteur, o
homogeneizado foi coletado e filtrado, para a obtengdo da suspensdo celular

branquial.

2.3. Controle Positivo

Foram também montados trés grupos controles-positivos, nos quais os animais
(N = 24), apds o periodo de aclimatagdo, foram anestesiados e receberam uma
injecao intraperitoneal de ciclofosfamida (0,04 mg de ciclofosfamida / g de animal),
reconhecido agente mutagénico [17, 29]. Estes peixes foram mantidos em aquarios
com agua desclorada e aerada e apds 6, 24 ou 96h, tiveram o sangue e as

branquias amostrados, como descrito anteriormente.

2.4. Viabilidade celular

Antes da realizagdo do ensaio do cometa, com o objetivo de se avaliar
integridade das células sanguineas e branquiais a serem analisadas foi realizada um
teste de viabilidade celular utilizando-se a metodologia da exclusao de células pelo
corante azul de Trypan. No protocolo empregado, 20uL de sangue misturados a 1mL
de solucao salina ou 20uL de suspensdo de células branquias foram misturados a
50uL do corante azul de Trypan; em seguida aliquotas destas misturas foram
colocadas em camara de Neubauer e analisadas em um microscopio de luz. Foram
contadas 100 células, discriminando as células brancas (célula viavel) das células
azuis. A mudanga de coloracido da célula para azul indica que a célula ndo possui

mais a sua membrana integra, permitindo a passagem do corante por esta. Foram
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consideradas viaveis amostras com células sanguineas ou branquiais com, pelo

menos, 80% de viabilidade.

2.5. Ensaio do Cometa

A metodologia empregada no ensaio alcalino do cometa foi baseada no
protocolo de Singh et al. [30] e Speit e Hartmann [31], com algumas modificagbes.
Para as analises do sangue e das células das branquias, respectivamente, 10uL e
15uL das solugdes contendo as células destes tecidos foram misturadas com 120 L
de agarose de baixo ponto de fuséo a 0,5% (100 mg em 20 mL PBS) e mantidas em
banho-maria a 37°C. Em ambos 0s casos, da suspensao celular obtida desta mistura
com agarose, 130uL foram divididos e pipetados sobre duas laminas de vidro
previamente cobertas com uma pelicula de agarose normal 1,5% (300 mg em 20 mL
PBS). Apos serem cobertas com laminula, a lamina foi colocada no refrigerador por
30 min para permitir a completa solidificagdo da agarose com as células.

Apos a solidificagcdo da agarose, a laminula foi removida e a lamina foi
colocada em uma solugdo de lise recém preparada (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA,
10mM Tris, 10% DMSO, 1 mL Triton X-100, pH 10,0) por, no minimo, 1 h. Apds a
lise, a ldamina foi colocada em uma cuba de eletroforese horizontal e uma solugéo
tampao recém preparada (0,3 N NaOH/1 mM EDTA, pH > 13) foi adicionada a cuba,
que permaneceu por 30 minutos, em gelo dentro de um recipiente escuro, para
evitar entrada de luz. A seguir, a lamina foi exposta por 20 minutos, a 4°C, as
condigdes de eletroforese: 25V, com a corrente elétrica ajustada para 300mA
através da alteracao lenta do nivel de tampao da cuba. Apds a eletroforese, a lamina
foi coberta com tampao de neutralizagao (0,4 M Tris, pH 7,5) por 5 minutos. Este

passo foi repetido por mais 2 vezes. Apds a terceira neutralizagdo, a lamina foi seca
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em posicao inclinada e fixada com etanol durante 10 minutos. As laminas foram
estocadas na geladeira por, no maximo, 30 dias.

Para a coloragéo foram adicionados 50 uL de brometo de etideo (20ug/mL) a
cada lamina, que foram examinadas ao microscopio de fluorescéncia em objetiva de
100X. Foram confeccionadas duas laminas por animal Utilizando-se laminas
codificadas, foram analisadas 100 células por animal. Para cada célula analisada os
danos ao DNA foram classificados em 4 categorias: classe 0 = sem dano; classe 1 =
dano minimo; classe 2 = dano médio e classe 3 = dano maximo; de acordo com o
tamanho da cauda do cometa e a dispersdo dos fragmentos de DNA. Com base
nesta analise, as células receberam escores de 0 (dano minimo = nenhuma célula
danificada) a 3 (dano maximo). Para o calculo do escore de dano, o numero de
células em cada classe (0, 1, 2 ou 3) foi multiplicado pelo valor de cada classe e o
escore foi calculado pela férmula: (0xA) + (1xB) + (2xC) + (3xD), onde: A, B, Ce D
correspondem ao numero de células em cada uma das classes. Assim, o valor de
escore pode variar de um minimo de 0 e um valor maximo de 300. Também foi
calculado para cada animal o numero de nucledides danificados, que corresponde a
soma das células observadas com danos de classes 1, 2 e 3. Para cada grupo
experimental, calculou-se o numero médio de nucledides danificados, pela média do

numero de nucledides danificados considerando-se todos os animais de cada grupo.

2.6. Teste do micronucleo (MN) e ocorréncia de alteragbes eritrociticas nucleares
(AENSs)

O teste do micronucleo foi realizado de acordo com a metodologia de Hooftman e
Raat [32]. Para os testes do micronucleo e analise da ocorréncia de AENs foram

feitos esfregacgos sanguineos, a partir de uma aliquota de 5uL de sangue dos peixes
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e foram confeccionadas duas laminas por animal. Apds secagem por 24 horas em
temperatura ambiente, as laminas foram fixadas em metanol absoluto por 10 min e,
coradas com Giemsa 5% diluido em tampao fosfato pH 6,8 (0,06M Na;HPQO,4, 0,06M
KH,PO4), durante 20 minutos. Por fim, apdés lavagem com &gua destilada e
secagem a temperatura ambiente, as laminas foram preparadas para o uso
permanente. A analise citoldgica das laminas foi realizada em microscépio de luz
(Olympus), sob a objetiva de 100x. Para cada animal, foram analisados 3000
eritrécitos, anotando-se as frequéncias de micronucleos e também a presenca de
alteracbes nos nucleos das células. Ambas as laminas foram codificadas para se
evitar uma analise tendenciosa.

Para ser considerado um micronucleo, as caracteristicas observadas foram:
1) ser morfologicamente semelhante ao nucleo principal; 2) ter didmetro entre 1/16
até 1/3 do nucleo principal; 3) ndo ser refringente; 4) ndo estar ligado ou conectado
ao nucleo principal; 5) possuir a mesma intensidade de coloragdo do nucleo
principal, embora as vezes possa apresentar coloragdo um pouco mais intensa. A
classificagao das alteragdes eritrociticas nucleares foram baseadas em Carrasco et
al. [33] sendo: 1) nucleo segmentado (NS); 2) nucleo lobulado (NL) e 3) nucleo com
constrigdo ou em “forma de rim” (NR). Os resultados referentes a ocorréncia de MN,
NS, NL e NR estdo apresentados como numero de eritrécitos micronucleados ou
com alteragdes por cada 1000 células analisadas (em %o). As analises comparativas
foram feitas separadamente para os resultados de micronucleo e para as AENS.
Para a comparagao da ocorréncia de AENs entre os diferentes grupos experimentais
(CTR negativo X CTR positivo e CTR negativo X Roundup) considerou-se a soma

dos eritrécitos com NS+NL+NR por animal.
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2.7. Analise estatistica

Os resultados obtidos para os grupos controle e experimental, e os controle-
negativo e controle-positivo em um mesmo tempo de exposigao, foram comparados
entre si por meio do teste t de Student. As analises estatisticas foram feitas
separadamente para os resultados do teste do micronucleo e das alteracdes
eritrociticas nucleares. Os resultados obtidos nos 3 tempos experimentais (6,24 e
96h) no ensaio do cometa, tanto para sangue quanto para branquias para os grupos
controle positivo foram comparados entre si pela analise de variancia - critério unico
(ANOVA), seguida do teste de comparagdes multiplas SNK (Student-Newman-

Keuls) quando necessario [34].

3. Resultados

3.1 Controle - negativo X Controle — positivo
3.1.1 Ensaio do Cometa

Os resultados obtidos com o ensaio do cometa aplicado as células de sangue
dos animais dos grupos controle-negativo e controle-positivo revelaram que, em
todos os tempos experimentais, os animais expostos a ciclofosfamida (controle-
positivo) apresentaram tanto as médias de nucledides danificados, quanto os
escores médios significativamente mais elevados que os seus respectivos controles-
negativos (Fig. 1a). Apds tratamento de 6h com a ciclofosfamida (CF), o numero
meédio de nucledides de eritrocitos danificados foi de aproximadamente 75%, cerca
de trés vezes a quantidade apresentada pelo respectivo controle-negativo. Este
efeito de danos aumentou de forma significativa com o tempo de exposi¢ao, com os

animais do controle-positivo de 24h apresentando cerca de 90% de eritrocitos com
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danos, aumento este acompanhado também por uma elevagao significativa no
escore médio de danos e, seguido por uma diminuicao significativa declinando na
meédia de eritrécitos com nucledides e escores de danos para os animais expostos a

CF por 96h (Fig. 1a-b).
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Fig. 1. Numero médio de nucledides danificados por animal e escores de cometa em eritrocitos e
células branquiais de P. lineatus, nos grupos controle-negativo (CN) e controle-positivo (CP), durante

os tempos de exposicdo de 6, 24 e 96h. As barras representam as médias e as linhas verticais
representam o erro padrao. O numeros de animais analisados em cada grupo variou de 4 a 8. * =

controle positivo significativamente diferente do controle negativo (p < 0,01); # = diferenca significativa

entre os controles positivos dos trés tempos experimentais (p < 0,05).
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Nas analises de células de branquias, apenas os peixes do controle-positivo,
expostos por 6h a CF apresentaram um aumento significativo nas médias de
nucledides danificados e no escore médio de danos, quando comparados com seu
controle-negativo. No caso dos animais do grupo controle-positivo de 96h foi
detectado apenas um aumento significativo na média de nucledides com danos (Fig.
1b). De forma diversa aos resultados obtidos para eritrocitos de sangue periférico,
nao foram detectadas diferengas significativas no numero médio de nucledides
danificados e escores médios em células de branquias dos animais dos trés

controles-positivos.

3.1.2 Teste do microntcleo e AENS

As analises de eritrocitos de sangue revelaram um aumento significativo na
frequéncia de micronucleos apenas entre os animais dos controles-positivos e seus
respectivos controles-negativos nos tempos de 24h e 96h (Fig. 2). Para os trés
tempos experimentais foram detectadas alteragdes eritrociticas nucleares em
animais dos grupos controle-negativo e controle-positivo, contudo as frequéncias
destas alteragdes se mostraram baixas, variando de 0,41 a 2,18. O tipo de alteragao
mais comum foi o de nucleo em constricdo, detectada em maior quantidade para os
animais do controle-negativo e do controle-positivo, no tempo de 96h. Nenhuma
diferenga significativa nas frequéncias destas alteragbes entre os animais dos
grupos controle-negativo e controle-positivo foi detectada, para qualquer um dos
tempos experimentais.

Na Fig. 3 sdo apresentadas as frequéncias médias de ocorréncia do conjunto
de alteragdes nucleares (exceto MN) obtidas em cada tempo experimental, para os

grupos controle-negativo e controle-positivo.
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Fig. 2. Freqiéncia de ocorréncia (para cada 1000 eritrécitos analisados) de micronucleos
(MN) e das diferentes alteragbes eritrociticas nucleares nos peixes dos grupos controle—
negativo (CN) e controle-positivo (CP) apos 6, 24 e 96h de exposigdo. As barras
representam as médias e as linhas verticais representam o erro padrdo. O numero de

animais analisados em cada grupo variou de 7 a 9. * indica diferenca significativa do

respectivo controle negativo (p < 0,01).
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Fig. 3. Frequéncias de ocorréncia de alteracdes eritrociticas nucleares (sem contabilizar os
micronucleos), por animal, nos peixes dos grupos controle-negativo e controle-positivo,
durante os tempos de exposi¢cado de 6, 24 e 96h. As barras representam a média e as linhas

verticais o erro padrao.
3.2 Controle — Negativo X Roundup®
3.2.1 Ensaio do Cometa

No ensaio do cometa com eritrécitos, a média de nucledides danificados dos

animais do grupo Roundup® diferiu, significativamente, do seu respectivo controle-
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negativo no tempo experimental de 6h, mas ndo nas exposi¢cbes de 24h e 96h
(Tabela 1). Para as células branquiais, a média de nucledides danificados do grupo
Roundup® demonstrou significativamente maior que os seus respectivos controles-
negativos para as exposigdes de 6 e 24h.

Tabela 1 — Frequéncia relativa de nucledides (%) observados em cada uma das classes de
cometa (0, 1, 2 e 3) nos grupos controle—negativo (CN) e grupo Roundup® (RDP), média de
nucledides danificados em eritrocitos e células branquiais de P. lineatus, durante os tempos

de exposigao de 6, 24 e 96h. N = numero de animais analisados.

Classes de danos Media de
Tocid T G N nucleodides
ecido empo rupo
P P 0 1 2 3 danificados
(%) (%) (%) (%) + Erro Padrao
CN

6h 6 70,5 23,0 3,16 3,33 29,50 + 2,41

RDP 6 54,5 33,3 8,83 3,33 455+ 6,11 *

Sangue 24h CN 5 77,8 17,6 2,83 1,67 2217 + 1,42
RDP 6 78,5 18,7 2,17 0,67 21,50+ 2,43

osn N 9 784 209 066 000  20,25%1,60

RDP 12 76,7 21,3 1,58 0,33 23,25+ 1,11

6h CN 6 71,5 245 2,17 1,83 28,50 + 1,45
RDP 5 66,6 28,0 3,20 2,60 33,80 +1,07*

Branquias 24h CN 6 71,2 23,4 3,00 2,40 28,80 + 1,02
RDP 6 61,2 29,2 483 4,50 38,5+ 1,33*

96h CN 4 76,7 13,2 5,75 4,25 23,50 + 2,29

RDP 3 74,3 11,7 9,33 4,67 25,67 + 1,67

* indica diferenga em relagé@o ao respectivo controle negativo (p < 0,01).

Os resultados mostraram que nos tempos de 6 e 96h, os escores médios
obtidos no ensaio do cometa para eritrocitos de P. lineatus expostos ao Roundup®
foram significativamente maiores que os seus respectivos controle-negativos (Fig. 4).
Ja os escores médios para células branquiais mostraram aumento significativo para

os tempos experimentais de 6 e 24h (Fig. 5).
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Fig. 4. Escores médios obtidos no ensaio do cometa para eritrécitos de P. lineatus dos

grupos controle-negativo e experimental (Roundup®), durante os tempos de exposicédo de 6,
24 e 96h. As barras representam a média e a linha vertical o erro padrdo. * indica diferenca

em relacdo ao respectivo controle negativo (p <0,01).
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Fig. 5. Escores médios obtidos no ensaio do cometa para as ceélulas branquiais de P.

lineatus dos grupos controle-negativo e experimental (Roundup®), durante os tempos de
exposicdo de 6, 24 e 96h. As barras representam a média e a linha vertical o erro padrao. *

indica diferenca em relagéo ao respectivo controle negativo (p < 0,01).
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3.2.2 Teste do microntcleo e AENS

Na Tabela 2 sao discriminados os tipos de alteragdes nucleares encontradas
e as freqiéncias em que estas ocorreram. As analises mostraram que nem as
frequéncias absolutas de MN e outras alteracdes eritrociticas nucleares obtidas nos
diferentes tempos experimentais (Tabela 2), nem as frequéncias médias de MN e
demais alteracdes (Fig. 6) deferiram estatisticamente entre os grupos Roundup® e

controle-negativo.

16 1

14 -

12 A

10 A

Freqiiéncia de Alteragoes

6h 24h 96h
O Controle negativo @ Roundup
Fig. 6. Freqliéncia média do total de alteracdes eritrociticas nucleares (sem contabilizar os
micronucleos) dos grupos controle-negativo e Roundup® de P. lineatus, durante os tempos
de exposicao de 6, 24 e 96 h. As barras representam a média e a linha vertical o erro

padrao.
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Tabela 2 — Freqiéncia média de ocorréncia (para cada 1000 eritrocitos analisados) de
micronucleos e das diferentes alteragdes eritrociticas nucleares nos peixes do grupo controle
negativo (CN) e Roundup® (RDP) apés 6, 24 e 96h de exposicdo. N = nimero de animais

analisados. Os resultados representam o valor da média + erro padrao.

Numero Frequéncia
Alteracdes Tempo Tratamento N total da meédia de
alteracdo  ocorréncia (%o)
CN 8 0 0
6h
RDP 10 0 0
CN 9 2 0,07 + 0,05
Microntcleo 24h
RDP 12 2 0,05+ 0,05
CN 9 5 0,18 £ 0,11
96h
RDP 12 4 0,11+ 0,08
6h CN 8 45 1,87 £ 0,32
RDP 10 46 1,53+0,17
Nucleo em oah CN 9 32 1,18+ 0,17
constricao RDP 12 42 1,17 £ 0,25
CN 9 59 2,18+0,13
96h
RDP 12 69 1,92+0,18
6h CN 8 16 0,67 £ 0,09
RDP 10 12 0,40+ 0,10
Nucleo odh CN 9 20 0,74 + 0,21
segmentado RDP 12 30 0,83+0,17
CN 9 31 1,15+ 0,22
96h
RDP 12 36 1,00 + 0,16
6h CN 8 11 0,46 + 0,09
RDP 10 13 0,43+ 0,11
Nucleo
CN 9 11 0,41 +0,09
lobulado 24h
RDP 12 13 0,36 + 0,14
CN 9 21 0,78+ 0,14
96h

RDP 12 27 0,75+£0,12
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4. Discussao

Nas ultimas décadas avancgos significativos tém sido alcangados na avaliagao
dos impactos de agentes potencialmente genotdxicos e mutagénicos a organismos
aquaticos [35]. O desenvolvimento de novas metodologias e a aplicagdo de ensaios
mais sensiveis na detecgdo da genotoxicidade de poluentes diversos sobre a biota
aquatica tém sido os principais determinantes para o alcance de avancos [36,37]. No
presente trabalho, a genotoxicidade e mutagenicidade do herbicida Roundup® para
P. lineatus, foi avaliada com base no ensaio do cometa, aplicado a analise de
eritrocitos de sangue periférico e de células de branquias desta espécie de peixe e
com base no teste do micronucleo e alteragbes eritrociticas nucleares (AENS),
ambos empregados as analises de possiveis danos aos eritrocitos dos animais.

Embora o ensaio do cometa seja uma metodologia amplamente utilizada, bem
como adequada para avaliagbes genotoxicas de qualquer célula eucaridtica
nucleada [38], o pré-requisito de células isoladas para a aplicacao desta técnica
pode constituir uma limitagao pratica para o seu uso [39]. Para que se possa aplicar
o teste cometa de forma segura em células de tecidos como, por exemplo, das
branquias e figado, faz-se necessario o uso de uma técnica de isolamento das
células que nao cause injurias no DNA das mesmas [40]. Em peixes, um tecido
frequentemente escolhido para se realizar o ensaio do cometa € o sangue em
virtude da facilidade de coleta e ndo ser necessaria a etapa de isolamento das
células [28]. Além de eritrécitos, outros tipos celulares estdo sendo utilizados para
monitorar a genotoxicidade de poluentes, explorando assim respostas tecido-
especificas [38]. Em estudos com estes organismos, diferentes tecidos como
intestino, figado, branquias, gbnadas, rim, bago e musculo estdo sendo escolhidos

para se avaliar danos no DNA por meio do ensaio do cometa [41]. Contudo,
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qualquer que seja o tipo de célula a ser estudada, para que os resultados obtidos em
testes de genotoxicidade sejam validados, critérios minimos sdo exigidos para que
um resultado seja aceito. Neste contexto, a utilizagdo dos grupos controle negativo e
positivo constitui uma das normas recomendadas [42]. Particularmente, o uso de um
grupo controle-positivo (CP) assegura que um teste esta sendo realizado de acordo
com padrdes estabelecidos, permitindo identificar de forma inequivoca uma resposta
positiva [43] e, deste modo, a eficiéncia do procedimento empregado.

No presente estudo, os resultados com o ensaio do cometa indicaram que a
ciclofosfamida, um agente alquilante indireto, amplamente utilizado em muitos
sistemas-teste [44] se mostrou genotdxica tanto para as células de sangue, como
para as células de branquias dos animais (Fig. 1). Aparentemente, as células do
sangue se mostraram mais sensiveis do que as de branquias aos danos causados
pela CF. Os eritrécitos dos animais do grupo controle-positivo (CP) apresentaram,
em todos os tempos experimentais, tanto o escore médio quanto o numero de
nucledides danificados, significativamente, maiores que o0s seus respectivos
controles-negativos, indicando, como esperado, um maior numero de danos no DNA
dos animais expostos a ciclofosfamida (Fig. 1a).

De forma diversa, ao que foi observado para os eritrocitos, as células das
branquias mostraram danos ao material genético somente nos tempos 6h e 96h de
exposi¢cao a CF, com um aumento significativo no escore médio de danos apenas
nos peixes do CP de 6h (Fig. 1a). Neste estudo, a escolha pela analise de células
branquiais deve-se ao fato deste tecido estar em contato direto com o meio
ambiente e consequentemente com os poluentes presentes na agua [24]. O maior
efeito da ciclofosfamida para as células de sangue pode ser em parte atribuido a via

de administragdo utilizada para a exposi¢cao dos peixes a este agente genotoxico,
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que foi feita por inje¢ao intraperitoneal, resultando possivelmente em uma maior
exposicao de eritrocitos do que as células das branquias a acao da CF. A via de
administracao € um fator importante que pode afetar os resultados de testes de
genotoxicidade in vivo, pois tecidos diferentes podem apresentar sensibilidades
variaveis a um agente conforme a rota de administragdo deste [45].

Os resultados obtidos a partir do ensaio do cometa com células branquiais
mostraram-se mais heterogéneos do que os obtidos com eritrécitos, devido a maior
variagdo dos resultados dos diferentes animais de um mesmo grupo. Segundo
Mitchelmore e Chipman [39] alguns tecidos, constituido por varios tipos celulares,
como é o caso das branquias, podem apresentar uma maior heterogeneidade de
resultados. Cabe ressaltar também que o tratamento enzimatico com tripsina para a
obtencdo da suspensao celular das branquias nao parece ter gerado quebras
adicionais ao DNA, como ja sugerido por outros autores [39], visto que os resultados
referentes ao escores de danos e numero médio de nucledides danificados obtidos
para os animais do controle-negativo, tanto para eritrécitos quanto para branquias
foram semelhantes.

Além de genotoxica, a ciclofosfamida também se mostrou mutagénica para os
peixes dos grupos controle-positivo de 24h e 96h (Fig. 2), mas ndo para os peixes
expostos por 6h a este agente. O teste do micronucleo detecta quebras
cromossOmicas que derivam de danos no DNA, fixados na sua replicag&o, portanto
€ necessario que a populagao celular esteja em mitose e que ocorra pelo menos um
ciclo celular para a detecgao de MN [16]. Entretanto, existe pouca informacéo sobre
a duragao do ciclo celular nos tecidos de teledsteos, considerando-se que este ciclo
varia de acordo com a temperatura nos pecilotermos [46,47]. De acordo com a

literatura, em peixes os eritrocitos micronucleados ocorrem de 1 a 5 dias apds a
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exposi¢ao, mas € possivel visualizar micronucleos depois de 2 a 3 dias [16]. Grisolia
e Cordeiro [48] analisando o efeito da CF e outros agentes quimicos em eritrocitos
de sangue periférico de trés espécies de peixes detectaram um aumento crescente
nas frequéncias de MN durante o 2° e 7° dias de exposi¢gao aos agentes testados,
com algumas espécies se mostrando mais sensiveis do que outras. Assim, a
auséncia de alteragdes significativas nas frequéncias de MN para os peixes
expostos por 6h a CF, pode estar relacionada a cinética da hematopoiese da
espécie estudada, ou seja, provavelmente seja resultante do curto intervalo de
tempo de exposicdo, o qual foi insuficiente para a ocorréncia de um ciclo celular
completo e, consequentemente, para a deteccdo de micronucleos nas células
analisadas.

Em peixes, além da presenca de micronucleos, existem varios tipos de lesdes
nucleares nos eritrocitos, cuja origem nao esta ainda muito bem esclarecida [49].
Tais alteragcdes estdo sendo usadas por diversos autores como indicadoras de
genotoxicidade em espécies de peixes [28,50-52]. Embora o uso desta metodologia
tenha indicado que a ciclofosfamida induziu a uma maior incidéncia de alteragdes
nucleares em outras espécies de peixes [17,23,53], isto ndo ocorreu no presente
trabalho, em relagéo a P. lineatus (Figs. 2-3).

Estudos sobre o potencial genotoxico do glifosato e de formulagbes a base
deste produto, como o Roundup®, exibem uma grande variagdo em virtude das
diferentes formulagdes testadas, doses da aplicagdo, metodologias empregadas e
dos organismos estudados [4]. Tal fato poderia explicar, em parte, os resultados
controversos que tém sido publicados quanto aos efeitos desses produtos nos

organismos testados. De acordo com alguns desses estudos, o glifosato e
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formulacbes a base desse agrotéxico podem tanto resultar na auséncia [54-57]
quanto na incidéncia [56-62] de danos ao material genético.

Diferentes estratégias, como reparo dos erros no genoma danificado, morte
celular por citotoxicidade e/ou por apoptose e modulagdo da expressédo génica sao
utilizadas como resposta celular dos organismos para se defender de agentes
genotéxicos [63]. No presente estudo, o teste do cometa revelou um aumento
significativo de danos no DNA de eritrocitos e das células branquiais para os animais
expostos ao Roundup® durante 6h. Porém, apos 24h de exposicao, foi verificado um
comportamento distinto entre eritrécitos e células branquiais (Tabela 1). Os danos no
DNA dos eritrdcitos de P. lineatus expostos ao Roundup® diminuiram, retornando ao
escore médio encontrado no grupo controle respectivo (Fig. 4). E possivel que o
sistema de reparo dos peixes tenha atuado sobre o DNA dos eritrocitos ou que as
células danificadas tenham sido removidas pelo baco [16]. Estudo realizado com
eritrécitos de Tilapia mossambica também mostrou uma reducdo de danos no DNA
apos 48h de exposigdo ao agrotoxico monocrotophos [64]. Ja para as células das
branquias, os danos no DNA dos peixes expostos ao Roundup® por 24h
mantiveram-se maiores, em relagdo ao respectivo controle (Fig. 5). Neste caso, é
possivel que o sistema de reparo tenha agido nas células branquiais danificadas
pelo Roundup®, uma vez que o sistema de reparo de DNA em células de branquias
de peixes pode ja se mostrar efetivo dentro de 24 horas apds exposicdo ao agente
genotdxico [65]. Contudo, como as branquias estdo em contato direto com os
poluentes presentes na agua, estas poderiam sofrer continuamente novas lesdes no
seu DNA e, assim, a velocidade de producdo de danos ao DNA das células pode ter
sido maior que a capacidade das enzimas de atuarem e repararem estes danos.

Outra hipotese seria que o sistema de reparo das células branquiais seja mais lento,
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de modo que as células danificadas tenham permanecido mais tempo no tecido
branquial, resultando em escore de cometa aumentado apds 24h. Em comparacéao
com as células de mamiferos, o reparo do DNA em organismos aquaticos € mais
lento [39]. Assim como o presente estudo, Kilemade et al. [28] encontraram danos
no DNA de células branquiais expostas a sedimentos contaminados com PAHSs.
Segundo esses autores, as branquias mostraram-se boas indicadoras de danos no
DNA, desde que sejam tomados os devidos cuidados durante as etapas de
isolamento das células para ndo gerar excessivos danos mecanicos no DNA.

A biotransformacdao de poluentes resulta frequentemente na producido de
substancias reativas intermediarias como as espécies reativas de oxigénio (EROS)
que sao altamente toxicas e podem ocasionar danos oxidativos ao DNA. Embora os
organismos sejam dotados de um sistema de defesa antioxidante para proteger os
tecidos contra lesdes oxidativas, se a velocidade de producao de EROS exceder a
capacidade dos mecanismos de defesa, pode ocorrer lesdo nas células e no DNA
[66]. Assim, pode-se supor que o aumento de danos no DNA de eritrécitos de P.
lineatus, detectado pelo teste do cometa para o tempo de 96h de exposicdo ao
Roundup®, possa estar relacionado as espécies reativas de oxigénio (EROs),
geradas na metabolizagdo do Roundup®, que teriam agido sobre o DNA dos animais
expostos, resultando nas lesdes detectadas pelo ensaio do cometa. De fato,
Langiano e Martinez [14] verificaram que individuos de P.lineatus expostos a 10
mg.L™" de Roundup®, por até 96h, apresentaram aumento significativo na atividade
hepatica da catalase, indicando ativagcado das defesas antioxidantes, provavelmente
em decorréncia da produgcdo aumentada de peroxido de hidrogénio. Vanzella et al.
[26] também relacionaram os danos genéticos observados em P. lineatus apds 96h

e 15 dias de exposicao a fracdo soluvel do éleo diesel, aos processos oxidativos
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resultantes da metabolizagcdo de hidrocarbonetos presentes nesta fragdo do 6leo,
considerando-se que neste caso os animais também apresentaram ativagcao das
defesas antioxidantes [21].

O teste do micronucleo € um ensaio citogenético amplamente utilizado para
a avaliagado de danos cromossOmicos in vivo ou in vitro [50]. O tempo para atingir o
pico de Indugdo de micronucleos no sangue periférico varia enormemente entre os
teleésteos [16]. A auséncia de inducdo de micronucleos nos trés tempos
experimentais testados neste trabalho indica que a concentracdao sub-letal de 10
mg.L'1de Roundup® utilizada, a qual corresponde a 4,1 mg.L'1 de glifosato, ndo se
mostrou mutagénica para a espécie P. lineatus. Deve-se destacar que a
concentragao utilizada neste estudo (10 mg.L™") é ambientalmente realista, levando-
se em consideragao que as doses de aplicagdo maxima perto de corpos d’agua sem
vegetacdo marginal sdo em torno de 3,7 mg.L™" de glifosato [11]. Cavas e Konen [4],
investigando o efeito mutagénico do glifosato para Carassius auratus (peixinho
dourado) observaram que a menor concentragdo capaz de induzir a um aumento
significativo no numero de micronucleos nos animais expostos ao glifosato durante
96 h foi de 5 mg.L™.

Das trés metodologias empregadas neste estudo, a detecgdo de alteragdes
nucleares foi a que se mostrou menos eficaz na identificacdo de danos ao material
genético causado pelo herbicida Roundup® (Tabela 2). Considerando-se que nem a
ciclofosfamida foi capaz de resultar em aumentos de AENs detectaveis para a
espécie de peixe estudada, recomenda-se que pelo menos para P. lineatus os testes
do cometa e MN sejam adotados como ferramentas em estudos de genotoxicidade.
Porém, muitos autores estdo mostrando que a ocorréncia dessas alteragdes

nucleares pode ser indicativo do dano citogenético em espécies de peixes. Ayllon e
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Garcia-Vazquez [17] encontraram, além de micronucleos, a ocorréncia de alteragoes
nucleares em eritrocitos periféricos de truta induzidos por ciclofosfamida e
mitomicina-c, dois produtos com forte agdo clastogénica. Alta incidéncia de
micronucleos e alteragdes nucleares também foi observada por Souza e Fontanetti
[50] em eritrécitos de tilapias de um rio contaminado por efluentes de uma fabrica de
transformacao de xisto. Os resultados apresentados por Ventura et al. [27] também
mostraram uma diferenga significativa na taxa de alteragdes eritrociticas nucleares
em tilapias expostas a varias concentracdes do herbicida atrazina.

Como principais conclusdes deste estudo, podemos afirmar que nas
condi¢des utilizadas, o Roundup® se mostrou genotoxico, mas ndo mutagénico para
a espécie de peixe P. lineatus. O ensaio do cometa com branquias se mostrou uma
ferramenta sensivel para indicar danos no DNA. Ja as AENs para este trabalho, nao
se mostraram um bom indicador de genotoxicidade, sendo necessarios mais
estudos para se entender bem a origem dessas alteragdes. Por fim, a combinagéo
do ensaio do cometa e o teste do micronucleo parece ser uma eficiente ferramenta

para monitorar agentes genotoxicos e mutagénicos no ecossistema aquatico.
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4. CONCLUSOES

Como conclusdes finais deste trabalho, pode-se afirmar que nas condi¢cdes

utilizadas:

e O herbicida Roundup® se mostrou genotdéxico para a espécie de peixe P.
lineatus, em testes de toxicidade aguda, empregando o ensaio do cometa
com células sanguineas e branquiais;

e O herbicida Roundup® ndo se mostrou mutagénico para a espécie de peixe P.
lineatus em testes de toxicidade aguda, empregando o teste do micronucleo e
alteracdes eritrociticas nucleares;

¢ O ensaio do cometa com branquias se mostrou uma ferramenta sensivel para
detectar alteracbes genéticas em peixes da espécie P. lineatus quando
expostos ao herbicida Roundup®;

e As AENs n&o se mostraram um bom indicador de genotoxicidade em peixes
da espécie P. lineatus;

e A associagdao da mesma técnica, no caso o ensaio do Cometa, em tecidos
diferentes e a combinagdo do ensaio do cometa e o teste do micronucleo se
mostraram ferramentas eficientes para monitorar agentes genotdxicos e
mutagénicos, capazes de fornecer informacbes relevantes para o
monitoramento de recursos hidricos que recebem efluentes oriundos de

atividades agricolas.
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4 CONCLUSOES

Como conclusdes finais deste trabalho, pode-se afirmar que nas

condicOes utilizadas:

O herbicida Roundup® se mostrou genotdxico para a espécie de peixe P.
lineatus, em testes de toxicidade aguda, empregando o ensaio do cometa
com células sanguineas e branquiais;

O herbicida Roundup® n&o se mostrou mutagénico para a espécie de peixe
P. lineatus em testes de toxicidade aguda, empregando o teste do
micronucleo e alteracdes eritrociticas nucleares;

O ensaio do cometa com branquias se mostrou uma ferramenta sensivel para
detectar alteracdes genéticas em peixes da espécie P. lineatus quando
expostos ao herbicida Roundup® ;

As AENs ndo se mostraram um bom indicador de genotoxicidade em peixes
da espécie P. lineatus;

A associacdo da mesma técnica, no caso o ensaio do Cometa, em tecidos
diferentes e a combinacdo do ensaio do cometa e o teste do micronucleo se
mostraram ferramentas eficientes para monitorar agentes genotoxicos e
mutagénicos, capazes de fornecer informacdes relevantes para o
monitoramento de recursos hidricos que recebem efluentes oriundos de

atividades agricolas.
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