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RESUMO

NUNES, Leandro Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de
2011. Toxicidade aguda e efeito subletal do Roundup Transorb® nos testiculos
de mato grosso Hyphessobrycon eques (Steindachner, 1882) (Teleostei:
Characidae). Orientador: Laércio dos Anjos Benjamin. Co-orientadora: Ann Honor
Mounteer.

A toxicidade de diversos poluentes ambientais tem sido investigada tanto em
seres humanos como em outras espécies. Substancias contidas em produtos
agroquimicos, como herbicidas, podem afetar o sistema reprodutivo de machos e
fémeas. O presente estudo teve como objetivo determinar a CLsp-96h do Roundup
Transorb® e o efeito subletal na morfologia testicular de machos maduros de
Hyphessobrycon eques. Os testes de toxicidade seguiram as normas técnicas de
teste em sistema estatico da ABNT. Foram selecionados machos adultos de H.
eques com comprimento padréo aproximado de 30mm, previamente aclimatados por
um periodo de 10 dias. O teste de determinagdo da ClLso foi conduzido nas
temperaturas de 22 e 24°C com diferentes concentracbes do principio ativo do
Roundup Transorb® (0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 e 32,0mg.L™). O célculo da CLsg
utilizou o programa Probit 1.5. O estudo do efeito subletal do Roundup Transorb®
teve duracéo de 96 horas, testando-se trés concentragdes definidas de 1/2, 1/4 e 1/8
do limite inferior do valor da CLs-96h encontrado. Ao final da exposicéo, 10 animais
de cada tratamento foram anestesiados, eutanasiados, medidos, pesados e
retirados os testiculos. As amostras de tecido foram processadas rotineiramente
para estudos histoldgicos. Foram analisados dados morfométricos e histopatologicos
em 10 campos por animal. A CLspdo Roundup Transorb® a uma temperatura média
de 22,0 °C foi de 2,64mg.L™, com o limite inferior de 2,09mg.L™* e superior de
3,33mg.L™. A CLsp do Roundup Transorb® a com a temperatura medida de 24,0°C
foi de 2,18mg.L™, com o limite inferior de 1,75mg.L™" e superior de 2,72mg.L™. A
toxicidade do Roundup Transorb® é maior cerca de quatro a 400 vezes maior que
outros herbicidas de mesmo principio ativo, ja testado para essa mesma espécie de
peixe. Observou-se com os dados morfométricos e histopatoldgicos, reducdo dos
cistos de espermatides e didmetro tubular, redu¢cdo do numero de células da
linhagem espermatogénica (espermatogbnia A e B e espermatdcito 1), cisto de

espermatocitos |, aumento de cistos rompidos. Foram diagnosticadas alteracbes
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ligadas ao processo de necrose como picnose nuclear e vacuolizagao citoplasmatica.
Houve aumento dos indices de cistos rompidos (ICR) e vacuolizacao citoplasmética
(IVC) da menor para a maior concentragdo. O Roundup Transorb® mostrou-se
moderadamente toxico para Hyphessobrycon eques e provocou alteracdes
morfolégicas prejudiciais a espermatogénese em concentracdes subletais

encontradas no ambiente ou até mesmo permitidas pela legislacao brasileira.
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ABSTRACT

NUNES, Leandro Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September,
2011. Acute toxicity and sublethal effect of Roundup Transorb® in testes of
mato grosso Hyphessobrycon eques (Steindachner, 1882) (Teleostei:
Characidae). Adviser: Laércio dos Anjos Benjamin. Co-adviser: Ann Honor
Mounteer.

The toxicity of several environmental pollutants has been investigated in
humans and other species. Substances contained in agrochemicals, such as
herbicides, can affect the reproductive systems of male and female animals. This
study aimed to determine the LCso and sublethal effects of Roundup Transorb® on
the testicular morphology of mature male Hyphessobrycon eques. Acute toxicity of
Roundup Transorb® was determined in the static system according to the Brazilian
standard (NBR 15088, ABNT, 2005). Adult male Hyphessobrycon eques of
approximately 30mm length were selected for the experiments, conducted after a ten
day acclimation period. Seven concentrations (0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0 and
32.0mg.L™), based on glyphosate, the active ingredient in Roundup Transorb® were
tested and the LCsp estimated using the Probit 1.5 program. The sublethal effects of
Roundup Transorb® were evaluated after 96 hours of exposure at three
concentrations defined as approximately 1/2, 1/4 and 1/8 of the LCs,. After exposure,
10 animals from each treatment were anesthetized, euthanized, weighed, measured
and their testes removed. Tissue samples were fixed, embedded in historesin,
sectioned with a rotating microtome and stained with toluidine blue and hematoxylin-
eosin. Ten fields per animal were observed to collect histological and morphometric
data. The LCso calculated at an average temperature 22.0 + 0.71°C was 2.64 mg.L™,
with a 95% confidence interval of 2.09 to 3.33 mg.L™. At an average temperature of
24.0 + 0.20°C the LCsowas 2.18 mg L™ with a 95% confidence interval of 1.75 to
2.72 mg.L™. Morphometric and histopathological changes observed at sublethal
exposure concentrations included reduced tubule diameters, reduced numbers of
spermatogenic cells lines (A and B spermatogonia, primary and secondary
spermatocytes), spermatocyte and spermatid cysts, increased numbers of ruptured
cysts and alterations related to necrosis (cytoplasmic vacuolization and nuclear
pyknosis). Indices of ruptured cysts cytoplasmic vacuolization increased with
increasing exposure concentration. Roundup Transorb® was found to be moderately

viii



toxic to Hiphessobrycon eques and promoted morphological alterations harmful to
spermatogenesis in this species at glyphosphate exposure concentrations reported

to exist in the environment and permitted by Brazilian law.



1. INTRODUCAO

Os ecossistemas aquéticos sdo 0s receptores de varios contaminantes, e
estdo susceptiveis a acdo de contaminantes aéreos e terrestres que atingem estes
ambientes principalmente através das chuvas.

O aumento do uso de agroquimicos comec¢ou no periodo da Segunda Guerra
Mundial, e a partir dai intensificou-se a presenca destes compostos no ambiente
natural e em organismos que ndo constituiam o alvo inicial.

O glifosato é um dos herbicidas mais comercializados no mundo e apresenta
uma toxicidade relativamente baixa. Formulagbes comerciais como Roundup® e
Roundup Transorb® apresentam concentracdo grande desse principio ativo, além da
adicao de surfactantes que séo toxicos para peixes.

Substancias contidas em agroquimicos como pesticidas, herbicidas e
inseticidas, podem causar efeitos negativos na reproducéo de machos e fémeas de
muitas espécies. A toxicidade desses poluentes ambientais variam, conforme a
concentracdo, tempo de exposicdo e temperatura da agua.

O Hyphessobrycon eques (Steindachner, 1882) € um peixe sul-americano,
onivoro, que esta entre as espécies de peixes ornamentais de aguas continentais
mais exportadas pelo Brasil. Sua distribuicdo geogréafica abrange a bacia do rio
Paraguai e Amazonas. Atualmente, esta espécie tem sido introduzida em muitas
bacias do Brasil pela pratica da piscicultura (ALVES et al., 2007).

Alguns trabalhos (tese de doutorado, dissertacdo de mestrado e iniciacdo
cientifica) relacionados com o efeito téxico de agroquimicos em peixes ja foram
realizados no Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa, 0s
quais estudaram o efeito do Thiodan® em testiculos e branquias de tilapia nilética
imatura, efeitos do Roundup® e do Thiodan® sobre testiculos maduros de lambaris
adultos e efeitos do Thiodan® sobre branquias, ovarios e figados de fémeas de
lambaris em maturacdo avancada. Desta maneira o presente trabalho garante a

continuidade da linha dos trabalhos ora em desenvolvimento.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A agricultura e os agroquimicos no Brasil

A transformacdo tecnoldgica do processo produtivo da agricultura brasileira
esta relacionada com o incremento e utilizacdo de ferramentas como agroquimicos,
fertilizantes e maquinas agricolas para aumentar a sua eficiéncia (RUEGG et al.
1987). O agronegdcio brasileiro aumentou suas exportagcdes em US$10 bilhdes em
2005, refletindo em uma expansao na area de cultivo equivalente a 10 milhdes de
hectares quando comparada ao ano anterior. As principais culturas responsaveis por
esse aumento foram o algodéo, a soja e o trigo (BALSADI, 2005).

Os agroquimicos tém sido amplamente empregados para o controle de
pragas em culturas de destaque na agricultura nacional (RODRIGUES & ALMEIDA,
2005).

Em 2006, a soja foi o principal produto agricola exportado no pais, cultivada
em 215.977 estabelecimentos, sendo o estado do Mato Grosso o maior produtor
nacional, com 10,7 milhdes de toneladas (26,2% da producédo brasileira). Neste
mesmo periodo, 46,4% dos estabelecimentos agropecuarios cultivaram a soja
geneticamente modificada, totalizando uma éarea de 4,0 milhdes de hectares. Em
95,1% da area total dessa cultura foi feito o uso de agroquimico (IBGE, 2009).

Segundo a Lei 7.802/89, sao considerados agroquimicos, 0s produtos e
agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos destinados ao uso nos setores
de producdo no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens e na protecdo de florestas nativas, cuja finalidade seja alterar a
composicdo da flora ou da fauna a fim de preserva-las da ag¢do danosa de seres
vivos considerados nocivos. Os agroquimicos sao classificados de acordo com os
seus organismos-alvo, podendo entdo ser denominados de herbicidas, inseticidas,
rodenticidas, fungicidas, dentre outros (MONSANTO, 2002; KOTAKA &
ZAMBRONE, 2001).

O glifosato é o herbicida mais utilizado do mundo, sendo o Roundup® a sua
principal formulacdo. Esse agroquimico tornou-se popular com o desenvolvimento
de culturas geneticamente modificadas (transgénicos) resistentes ao herbicida. O
seu uso foi ampliado devido principalmente ao seu baixo custo, incentivo a crédito e
juros subsidiados (MONSANTO, 2002; BAYLIS, 2000; WILLIAMS, et al. 2000).



2.2. Caracterizagéo fisico-quimica do Roundup Transorb®

O Roundup Transorb® é um herbicida produzido pela Monsanto, composto
por sal de potassio de glifosato 588g/L e equivalente &cido de glifosato N-
(fosfonometil)glicina 480g/L e outros ingredientes 820g/L (Figura 1).

O estado fisico do Roundup Transorb® é liquido, apresenta cor amarelo clara
(translucido) e é viscoso. O seu ph (1% m/v; 20°C) é de 4,80, a densidade igual a
1326,70 kg/m®, sendo um composto miscivel em agua e estavel em temperatura
ambiente. A decomposicdo dessa formulacdo tem como produtos, algumas
substancias perigosas: 0 monéxido de carbono (CO), oxidos de fosforo (PxOy) e
oxidos de nitrogénio (NOx) ( MONSANTO, 2008).

H : OH

H2C

o Sal de potassio de glifosato

OH

N P -OH
0

N — (fosfonometil) glicina

Figura 1: Férmula estrutural do sal de potassio de glifosato e do
equivalente acido de glifosato N-(fosfonometil) glicina

2.3. Efeito téxico do Roundup Transorb®

O Roundup Transorb® é uma formulacdo mais recente do glifosato, registrado
no ministério da agricultura, pecuaria e abastecimento (MAPA) em 2007. Poucas
informacfes se tém do seu efeito em peixes, principalmente no que diz respeito a
reproducéo desses animais. Sabe-se que o R. Transorb® promove alteracdes nos
parametros hematoldgics e bioquimicos de Prochilodus lineatus. Os peixes expostos
a esse toxico apresentam um aumento nos valores de hematdcrito, globulos

vermelhos, globulos brancos e reduc¢éo da atividade da acetilcolinesterase (AchE) no



cérebro e musculo, porem em niveis que ndo sugerem risco de vida para o animal
(MODESTO E MARTINEZ, 2010).

E classificado pelo IBAMA como perigoso para o meio ambiente
(MONSANTO, 2008). Algumas informacdes podem ser encontradas na ficha técnica
do produto, que mostra que o produto apresenta toxicidade considerada moderada

para a truta arco-iris Oncorhynchus mykiss.

2.4. Panorama do mercado de peixes ornamentais

Em 2005, a producdo mundial de pescado foi de 142 milhdes de toneladas. A
maior parte deste pescado é oriunda do extrativismo, responsavel por cerca de 66%
da producéo mundial.

O comércio de peixes ornamentais representa menos de 1% do total de todo
0 comércio de pescado no mundo. Mesmo assim, esse comércio alcancou US$ 1
bilhdo no atacado e ultrapassa US$ 5 bilhdes no varejo. Este mercado vem
crescendo desde a década de 1980 atingindo a marca de 14% ao ano, em média
(FAO, 2006). No Brasil, em 2007, a exportacao de peixes ornamentais de agua doce
rendeu mais de 5,5 milhdes de ddlares. O Amazonas € 0 estado que mais exporta
peixes ornamentais, alcancando a marca 3,5 milhdes de dolares no mesmo ano,
sendo o Hyphessobrycon eques um dos peixes mais comercializados (IBAMA,
2008).

2.5. Biologia do Hyphessobrycon eques

O Hyphessobrycon eques, conhecido popularmente como Tetra Serpa ou
Mato Grosso, ocorre naturalmente desde a Amazbnia até as bacias dos rios
Guaporé e Paraguai. E uma espécie de pequeno porte, alcancando 4,0 cm de
comprimento nos machos. Seu habito alimentar é onivoro, alimentando-se de
vermes, crustaceos, insetos e plantas. Encontra-se em ambientes bentopelagicos,
com temperaturas entre 22 e 26°C, e pH entre 5,0 e 7,8. Seu modo reprodutivo é
oviparo. Esta espécie faz parte de um complexo de tetras “sangiineos”, hibridos,
que sao facilmente produzidos em cativeiro, e muito comercializados para fins
ornamentais (CASAL, 2010).



A sua classificacao zooldgica é:

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Actinopterygii
Ordem: Characiformes
Familia: Characidae
Género: Hyphessobrycon
Espécies: Hyphessobrycon eques

O mato grosso, € uma presa importante para alguns peixes piscivoros, como
observado por Carvalho et al. (2002) que apontam esta espécie como um dos
principais itens alimentares de Hoplias malabaricus (BLOCH, 1794) do rio Vermelho,
localizado no Pantanal Sul Mato-grossense.

2.6. Anatomia testicular de teledsteos

Os testiculos de peixes teledsteos caracterizam-se, principalmente, por serem
orgaos pares alongados, envolvidos por uma camada de tecido conjuntivo (tunica
albuginea). Estéo localizados na cavidade celémica, dorsalmente ao canal alimentar,
ventralmente aos rins, e ventrolateralmente a bexiga natatéria, onde encontra-se
preso juntamente ao celoma pelo mesérquio. Os testiculos mostram-se
individualizados em toda a sua extensao, podendo se unir na extremidade caudal
para formar o ducto espermético comum, que se abre na papila urogenital (LE GAC
e LOIR,1999; GRIER, 1993).

2.7. Anatomia testicular do Hyphessobrycon eques

O Hyphessobrycon eques apresenta testiculos pares, alongados, localizados
dorsalmente na cavidade celomatica, unidos a bexiga natatoria na regido cranial e
aos rins na regido caudal. A coloracdo dos testiculos nas trés espécies do género
Hyphessobrycon apresenta-se branco-leitosa quando maduros, semelhantemente
aos demais teledsteos. Os testiculos apresentam comprimento médio de 11,9 mm e
largura média de 0,95 mm (MOJICA, 2007).



Os testiculos estdo individualizados na maior parte de sua extensao,
revestidos por uma tunica albuginea, unindo-se na extremidade caudal formando o

ducto espermético comum, que conflui para a papila urogenital (MOJICA, 2007).

2.8. Caracteristicas histoldgicas testiculares do Hyphessobrycon eques

Estdo presentes seis tipos de células da linhagem espermatogénica, de
acordo com as fases do processo espermatogénico: espermatogdnias primaria e
secundaria, espermatdécitos primario e secundario, espermatide, e espermatozoide.
Sua caracterizacao foi conduzida por MOJICA (2007) como transcrita a seguir.

As espermatogdnias primarias sdo as maiores células germinativas
encontradas em H. eques, apresentam citoplasma aciddfilo, claro e abundante, cujo
limite pode ser observado com dificuldade devido ao grande nimero de ribossomos
ao redor. O nucleo é grande e esférico, localiza-se na regido central do citoplasma.

As espermatogbnias secundarias sdo semelhantes as espermatogobnias
primarias; contudo, sdo menores, com nucleo basoéfilo e grande, ocupando quase
todo o volume celular.

Os espermatocitos primarios sao menores que as espermatogonias
secundarias e estdo aglomerados em cistos envolvidos por prolongamentos das
células de Sertoli. Apresentam citoplasma hialino e escasso, quase totalmente
ocupado pelo nucleo. Dentro de cada cisto encontram-se espermatécitos primarios
em diferentes fases de divisdo celular.

Os espermatocitos secundarios dificilmente sdo observados. Normalmente &
mais comum a visualizacdo de cistos contendo espermatdcitos primarios no estagio
de metafase para produzir espermatécitos secundarios.

As espermétides sdo menores que 0s espermatécitos secundarios, sao
numerosos dentro dos cistos e apresentam nucleo esférico com cromatina em
diferentes graus de condensacao.

Espermatozodides sdo encontrados agrupados dentro dos cistos, sendo as
menores células da linhagem espermatogénica, e presentes na regidao mais central

dos tabulos; em algumas vezes, o flagelo € visivel.



2.9. Bioindicadores

Tradicionalmente, a avaliacdo de impactos ambientais em ecossistemas
aquéaticos tem sido realizada por meio da medi¢céo de alteragBes nas concentragdes
de variaveis fisicas e quimicas. Este sistema de monitoramento, juntamente com a
avaliacdo de variaveis microbiologicas (coliformes totais e fecais), constitui
ferramenta fundamental na classificacdo e enquadramento de rios e cérregos em
classes de qualidade de agua e padrdes de potabilidade e balneabilidade humanas
(WHITFIELD, 2001).

As amostragens de variaveis fisicas e quimicas fornecem somente uma
fotografia momentanea do que pode ser uma situacdo altamente dinamica
(WHITFIELD, 2001).

Impacto ambiental pode ser definido como qualquer alteracdo das
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do meio ambiente resultante de
atividades humanas que, direta ou indiretamente, afetem a saude, a seguranca e o
bem-estar da populacao; as atividades sociais e econOmicas; a biota; as condi¢des
estéticas e sanitarias do meio ambiente e a qualidade dos recursos ambientais
(Resolucdo do CONAMA n.° 01 de 23/01/86).

As comunidades biolégicas de ecossistemas aquaticos sdo formadas por
organismos que apresentam adaptacdoes evolutivas a determinadas condicGes
ambientais e apresentam limites de tolerancia a diferentes alteracbes das mesmas
(ALBA-TERCEDOR, 1996). Um bioindicador é definido como um organismo capaz
de dar informacfes sobre as condicbes ambientais de seu habitat, por sua presenca
ou auséncia, ou pelo seu comportamento, e como um indicador ecolégico, como um
parametro do ecossistema, descrevendo a estrutura e o funcionamento dos mesmos
(VAN DER OOST et al., 2003). Desta forma, o monitoramento biolégico constitui-se
como uma ferramenta na avaliacdo das respostas destas comunidades bioldgicas a

modifica¢des nas condicdes ambientais originais.

2.10. Biomarcadores

Biomarcadores sao definidos como altera¢cdes biolégicas nos fluidos corporais,
células ou tecidos indicativas da exposicdo a concentracdes subletais de poluentes

ambientais,detectadas em nivel molecular, celular e fisiologico (LIVINGSTONE,



1993). Alteracdes histologicas em tecidos de peixes sado ferramentas sensiveis para
a deteccdo dos efeitos toxicos diretos de compostos quimicos em orgdos-alvo e,
portanto, sdo indicadores potentes da exposicdo prévia a estressores ambientais
(SCHWAIGER et al., 1997; HINTON et al., 1992). A histopatologia traduz a leséao
integrada em funcdo da duracao e da intensidade da exposi¢do ao elemento toxico e
a capacidade adaptativa de um determinado tecido (FERREIRA, 2004). Peixes séao
relativamente sensiveis a mudancas no ambiente. Assim, efeitos toxicos de
poluentes podem ser evidentes em células e tecidos, antes que mudancas
significativas no comportamento ou na aparéncia externa possam ser identificadas
(VAN DYK, 2005).



3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1 Justificativa

O Hyphessobrycon eques é uma espécie onivora, importante para o meio
ambiente. Além disso, o tetra serpa é uma das espécies de peixe mais
comercializadas, tanto para fins de exportacdo quanto para abastecimento do
mercado interno do pais, sendo muitas vezes a principal fonte de renda de familias
que vivem da comercializacdo desses peixes por meio de cultivo ou extrativismo.
Estudar a toxicidade do Roundup Transorb® e seus efeitos na reproducdo deste
animal trara informacdes importantes que auxiliardo na investigacdo dos impactos
ambientais causados por este herbicida, embasando projetos de conservagao dos
ecossistemas de agua doce.

3.2. Objetivo geral

O presente trabalho pretende estudar os efeitos agudos do Roundup
Transorb® nas caracteristicas morfolgicas do testiculo de machos maduros de

Hyphessobrycon eques.

3.3. Objetivos especificos

e Determinar a CLs0-96h para machos adultos de Hyphessobrycon eques
sexualmente maduros expostos ao Roundup Transorb®;

e Avaliar histopatologicamente o0s testiculos de machos maduros de
Hyphessobrycon eques expostos a doses subletais do Roundup Transorb®,

comparando-0s com 0s animais do grupo controle.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Normas de conduta para uso de animais ha pesquisa

Todos os procedimentos realizados no projeto seguiram as Normas de
Conduta para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensdo do Departamento

de Veterinéaria, da Universidade Federal de Vigosa (Protocolo n. 027/2011).

4.2. Infra-estrutura fisica e de equipamentos

Os experimentos para determinagéo da CLsp e para estudo do efeito subletal,
microtomia, coloracdo de laminas histolégicas e as andlises histoldgicas e
morfométricas foram realizados no Departamento de Veterinaria e as analises de

agua na Divisao de agua e esgoto da Universidade Federal de Vigcosa (UFV).

4.3. Animais

Foram utilizados 340 peixes machos adultos da espécie Hyphessobrycon
eques, criados em tanque de terra na Piscicultura da Prata, Eugendpolis/MG.
Selecionaram-se machos adultos com comprimento padrédo aproximado de 30mm
(Figura 2). A sexagem baseou-se na morfologia externa do animal, como formato do
corpo (mais esguio nos machos) e coloracdo (cores mais intensas nos machos). Os
animais foram alimentados duas vezes ao dia com racdo comercial AlconBasic

contendo no minimo 44% de proteina bruta.

Figura 2: Aspecto lateral do Hyphessobrycon eques.
Foto de Jorge A. Dergam dos Santos,
modificada por Leandro R. Nunes).
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4.3 Aclimatacao

Os peixes foram transportados da piscicultura para o Biotério de Peixes do
DVT, onde foram aclimatados por 10 dias, em aquéarios de 150 litros, com densidade
de 1g de peixellitro de dgua mantida a uma temperatura de 24,0+1°C por meio de
termostato. Foi utilizado sistema de filtracdo (250L/h) e aeracdo. Antes do inicio dos
dois experimentos (derteminacdo da CLs0-96h e teste de toxicidade) e os peixes

foram submetidos a um jejum de 24 horas.

4.4. Analise de agua

Foram coletadas amostras de agua no inicio e no final do experimento com o
Roundup Transorb®, sendo estas submetidas a andlises na Divisdo de Agua e
Esgoto da UFV quanto ao pH, dureza, oxigénio dissolvido (OD), nitrato, turbidez e
cloreto, de acordo com os procedimentos dispostos no Standard Methods (APHA,
1998).

4.5. Determinacao da CLso do Roundup Transorb®

Foram utilizados 180 macho de Hyphessobrycon eques com comprimento
padrdo aproximado de 30mm. Foram realizados dois testes para determinacdo da
CL50, sendo primeiro realizado a uma temperatura média de 22°C e o segundo uma
temperatura média de 24°C seguindo as normas técnicas de testes em sistema
estatico NBR 15088 (ABNT, 2005). A duracdo do teste foi de 96 horas, com
monitoramento da mortalidade, do comportamento dos peixes e da temperatura da
dgua a cada 6 horas. Utilizaram-se baldes com 1,5L de &gua sem cloro, na
propor¢cao de cinco peixes por balde. Foram utilizadas sete concentracdes (0,5; 1,0;
2,0; 4,0; 8,0; 16,0 e 32,0mg.L-1) para o primeiro experimento e quatro
concentraces (1,0; 2,0; 4,0 32,0mg.L-1) para o segundo experimento. Em ambos os
experimentos foram utilizados trés repeticées para cada grupo tratado e controle. As
concentracdes utilizadas foram baseadas nos valores de CL50 desse agroquimico
para a truta arco-iris Oncorhynchus mykiss (MONSANTO, 2008). A CL50 foi

calculada através do programa de analises Probit 1.5 (EPA, 1994).
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Figura 3: Teste de determinagdo da CLsp-96h para Roundup
Transorb®

4.6. Efeito subletal do Roundup Transorb®

O estudo do efeito subletal do Roundup Transorb® teve duracéo de 96 horas.
Para mesmo, foram utilizados trés tratamentos e um controle com trés repeticdes.
Os peixes foram colocados em aquarios de 50L na proporcdo de 20 peixes por
aguario. Os peixes nao foram alimentados durante o experimento

As concentragfes do principio ativo do agroquimico na agua foram definidas
de acordo com o resultado encontrado no teste de toxicidade aguda, sendo estas
1/2, 1/4 e 1/8 do limite inferior do valor da CLsp.

4.7. Procedimentos para estudos histologicos

Ao final das 96 horas de exposi¢cdo ao toxico, os peixes foram retirados dos
aguarios, pesados e anestesiados por imersdao em benzocaina na concentracdo de
100mg/L de agua. O comprimento-padréo foi medido com auxilio de paquimetro e
peso corporal em balanca de precisdo. A eutanasia foi conduzida pela secgéo

medular na transi¢&o cranial cabecga-corpo.

12



Os peixes foram dissecados, e seu testiculo direito retirado, fixado por 24
horas em paraformaldeido com tampéao fosfato 0,1M e pH 7,2 e preservados em
alcool 70%.

Apos a fixacao, foi retirado um fragmento da porcdo média do testiculo. As
amostras foram desidratadas em solucdo de &lcool 95% por quatro horas, pré-
infiltradas em solucdo de alcool 100% e resina glicolmetacrilato (Leica, Historesin)
na propor¢cao de 1:1 por 12 horas e em seguida infiltrada em resina pura por 12
horas. Apos estes procedimentos o material foi incluido em resina glicolmetacrilato
(Leica, Historesin) seguindo as especificacdes do fabricante.

Na microtomia os fragmentos foram seccionados em cortes de 3um de
espessura em micrétomo rotativo Leica RM2155 dotado de navalha de vidro. Os
cortes foram selecionados, no sistema semi-seriado 1:6 (coletando-se um e
descartando-se cinco subsequentes). Foram utilizados 12 cortes por lamina, sendo
produzidas duas laminas por animal.

Os corantes utilizados foram hematoxilina-eosina e azul de toluidina. A
montagem das laminas foi realizada com Entellan (Merck). Os cortes foram
analisados em fotomicroscopio Olympus CX31 e as imagens digitais obtidas em
camera digital SC 020 por meio do software Olympus analySIS getlT, nos aumentos
de 10X e 40X.

4.8. Analise histoldgica

A andlise histologica constituiu-se basicamente de duas etapas: analise
morfométrica e andlise histopatolégica.

Foram amostrados 10 animais por tratamento, e para cada animal foram
analisados 10 campos, comparando-se o arranjo estrutural do tecido dos animais de
cada tratamento com o arranjo dos animais do grupo controle.

Os dados morfométricos foram obtidos por meio de contagens e mensuracoes
de nucleos de células da linhagem espermatogénica (espermatogbnias A e B,
espermatécitos | e 1), dos cistos de espermatdcitos | e Il e de espermatide e de

tubulos seminiferos.
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Para a contagem, utilizou-se quadricula de 0,0lmm? com 400 pontos de
intersecdo (Figura 4). No presente trabalho contou-se o numero absoluto dos cistos
e células posicionados no limite da &rea da gradicula.

Foram mensurados seis nucleos de espermatog6nia A e B, espermatécito | e I,
seis cistos de espermatdcitos | e Il e de espermétides e seis tubulos seminiferos por
animal.

O didmetro médio foi calculado a partir, do valor de dois diametros dispostos
perpendicularmente entre si (Figura 5). As mensuragdes foram realizadas no

programa Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, 2005).

Ay A
L8N AN
b A ol ) *4 4 ",“' ‘H_'r ' r 4 "
Figura 4: Fotomicrografia de testiculo de Hyphessobrycon eques
submetidos ao teste de efeito subletal do Roundup Transorb®.
Gradicula de 0,01mm2 com 400 pontos de intersec¢do, utilizada
para as contagens nas analises morfométricas. Barra 50um.
Azul de toluidina.

14



Figura 5: Fotomicrografia de testiculos de Hyphessobrycon eques submetidos
ao tese de efeito subletal do Roundup Transorb®, demonstrando a
medicao das estruturas estudadas. Em (a) nicleo de espermatogdnia
A, (b) nicleo de espermatogdnia B, (c) cisto de espermatécitos |, (d)
cisto de espermatécitos Il, (e) cisto de espermatides e em (f) tubulos
seminiferos. Barra a, b, ¢, d, e (10um); f (50um). Azul de toluidina (b,
c, d) e hematoxilina-eosina (a, e, f).
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Foram analisados 0s seguintes parametros histopatologicos: hipotrofia
nuclear e reducdo do numero de células da linhagem espermatogénica
(espermatdgonia A e B, espermatdcito | e Il); hipotrofia, rompimento e reducdo do
namero de cistos de espermatocito | e Il e espermatide; vacuolizacdo citoplamatica,
bem como alteracdes dos indices de cistos rompidos ICR (%), indice de
vacuolizacdo citoplasmatica IVC (%) determinados por este trabalho; picnose
nuclear e fibrose.

O indice de cistos rompidos € dado pela porcentagem dos mesmos em
relacdo ao numero total de cistos, e foram aplicados para espermatocitos primarios,

espermatoécitos secundarios e espermatides, como seguem:

indice de cistos rompidos de espermatocitos primarios (Spc |):

R cigtos de Spe Iro:rnp;i:io.?)
ICR = - 100
('1:15 total declstos deSpe | ®

indice de cistos rompidos de espermatécitos secundarios (Spc 11):

g i ;
ICR = (n cistos deSpcllrompidos 100

neEfotal declstosdeSpell

indice de cistos rompidos de espermatides (Sptd):

® cistos de Sphd rom;ﬂidoﬂ)
JCR = - o 100
(';15 totel de clstos de Sptd -

O indice de vacuolizacao citoplasmatica é dado pela porcentagem de células
afetadas por esta histopatologia em relacdo ao namero total de células do mesmo
tipo, sendo calculada para espermatogbnias, espermatocitos primarios e
espermatocitos secundarios. Como em muitos casos nao foi possivel diferenciar
espermatogbnia A e B devido ao nivel de vacuolizacdo e picnose nas células, o
indice de vacuolizacdo citoplasmatica em espermatogonias foi obtido pela raz&o
entre 0 numero de espermatogbnias vacuolizadas e o numero total de

espermatogonias.
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indice de vacuolizacéo citoplasmética em espermatogénias (Spg):

& Spgs vacuall za.da&)
IFﬂ—(n' n& total Spgs x 100

indice de vacuolizacéo citoplasmética em espermatdcitos | (Spc |):

el S [ r:*:-:n:'u:-'é.‘-zm—?u#)
IVE = 100
( nitotal despel J

indice de vacuolizaco citoplasmética em espermatdcitos Il (Spc 11):

e = ( i total de Spc 1]

o il gacuoiizada
Jped ) £100

4.9. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de homocedasticidade (Levene’s) e
normalidade (Kolmogorov Smirnov). Quando os dados analisados atenderam as
premissas de homogeneidade e normalidade, foi conduzida andlise de variancia.
Ocorrendo significancia foi realizado o teste de comparacao de médias de Duncan e
Tukey, dependendo da instabilidade da variavel para evitar erros estatisticos tipo | e
II. Foi utilizado o programa Statistica 8.0 (Statsoft, EUA, 2009), com grau de

significancia de P<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacéo da CLso-96h do Roundup Transorb® para H. eques.

Foram observadas alteragdes comportamentais dos peixes submetidos a
acao do toxico, ao longo dos experimentos. No instante inicial da contaminagéo (0Oh),
0S animais submetidos as maiores concentracdes apresentaram um comportamento
agitado e batimento opercular acelerado. Entre 1 e 24 horas de intoxicacdo alguns
peixes apresentavam natacdo erratica, outros, perda do equilibrio e batimento
opercular reduzido. As alteragbes comportamentais foram semelhantes nos dois
testes de toxicidade (22°C e 24 °C). Tais alteracbes foram observadas também por
Montoya (2008), em Oreochromis niloticus e por Silva Filho (2010) e Moraes (2011)
em Astyanax aff. bimaculatus.

A maior mortalidade foi observada nas primeiras 24 horas nos dois
experimentos. Ao final das 96 horas ndo foi constatada mortalidade nos grupos
controle dos dois experimentos de determinacdo da ClLsp, validando o teste de

toxicidade segundo as normas da ABNT (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1: Mortalidade acumulada em fungéo do tempo de exposi¢do do H. eques durante o
teste de determinacdo da Cls,-96h do Roundup Transorb® com temperatura
média de 22°C.

Mortalidade acumulada (%) / Tempo de exposicéo

Tratamento 24h 48h 72h 96h
Controle 0,0 0,0 0,0 0,0
0,5mg.L™ 0,0 0,0 0,0 0,0
1,0mg.L™? 0,0 0,0 6,7 6,7
2,0mg.L™? 0,0 6,7 6,7 13,3
4,0mg.L* 0,0 60,0 80,0 86,7
8,0mg.L* 100 100 100 100
16,0mg.L* 100 100 100 100
32,0mg.L*! 100 100 100 100

Tabela 2: Mortalidade acumulada em funcéo do tempo de exposi¢cdo do H. eques durante o
teste de determinacdo da CLso-96h do Roundup Transorb® com temperatura
média de 24°C.

Mortalidade acumulada (%) / Tempo de exposicao

Tratamento 24h 48h 72h 96h
Controle 0,0 0,0 0,0 0,0
1,0mg.L* 0,0 0,0 6,7 6,7
2,0mg.L* 6,7 6,7 20,0 26,7
4,0mg.L* 6,7 13,3 100 100
8,0mg.L* 100 100 100 100
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A CLso calculada, a uma temperatura média foi de 22,0+0,71°C foi de
2,64mg.L™t, com o limite inferior de 2,09mg.L" e superior de 3,33mg.L™. Com
temperatura de 24,0+0,20°C a CLs, foi de 2,18mg.L™ com o limite inferior de 1,75
mg.L™ e superior de 2,72 mg.L™, considerando o produto moderadamente toxico de
acordo com a classificacdo de Zucker (1985) (Tabela 3; Figuras 6 e 7).

A toxicidade do Roundup Transorb® é aproximadamente de 4 a 400 vezes
maior que a toxicidade dos dois herbicidas de mesmo principio ativo, ja testado para
essa mesma espécie de peixe. Cruz et al. (2007) e Gomes, (2007), relataram uma
Clso de 9,30 mg.L" (Roundup WG®) e maior que 975,0 mg.L* para Roundup
Rodeo®, respectivamente (Tabela 3). A diferenca de toxicidade entre os herbicidas
de mesmo principio ativo deve-se ao fato de que os mesmos apresentam diferentes
componentes inertes. Os surfactantes sao ingredientes que contribuem com
aproximadamente 50% da toxicidade dos herbicidas, e podem ser mais toxicos que
o ingrediente ativo para os organismos aquaticos (OAKES & POLLAK, 2000).

Carrachi et al. (2011) estudaram a toxicidade dos surfactantes em mato
grosso e observaram que, os valores de CLsy dos surfactantes Energic®, Agral®,
Gotafix®, Aterbane® BR e Fixade® variam entre 2,34 (Energic®) e 34,95mg.L™ (Ag-
Bem®). Tais surfactantes foram classificados como moderadamente téxicos (CLso
entre 1,00 e 10,00 mg.L™"), e o Ag-Bem®, como pouco téxico (CLsy entre 10,00 e
100,00 mg.L™") de acordo com a classificacdo de Zucker (1985). N&o é sabida a
composicéo dos ingredientes inertes referenciados no rétulo do Roundup Transorb®.

O manejo inadequado destes agroquimicos pode acarretar a deriva destas
substancias no ambiente, atingindo organismos néo alvos como 0s peixes, com uma
toxicidade 375 vezes maior que outras formulacdes de herbicidas como o Roundup

Rodeo®.

Tabela 3: CLs de diferentes herbicidas a base de glifosato para H. eques.

Parametro Rodeo®™@  Roundup WG®® Transorb® 22°C® Transorb® 24°C®
CLso h. eques >975,00 9,30 2,64 2.18
Limite superior - 9,84 3,33 2,75
Limite inferior = 8,80 2,09 1,72

(a) Cruz et al. (2007).
(b) Gomes, G.R. (2007).
(c) CLsg calculada pelo presente trabalho.
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Figura 6: Concentracdo-resposta do teste de determinacdo da ClLg, do herbicida
Roundup Transorb® para H. eques em temperatura média de 22°C
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Figura 7: Concentracdo-resposta do teste de determinacdo da ClLg, do herbicida
Roundup Transorb® para H. eques em temperatura média de 24°C
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5.2. Efeito subletal do Roundup Transorb®

5.2.1. Peso e comprimento dos peixes amostrados

Os peixes utilizados neste experimento apresentaram peso médio de 0,49g,
comprimento padrdo de 27,95mm e total de 35,45mm, ndo havendo diferenca

(P>0,05) desses valores entre os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4: Valores médios e desvio-padrdo do peso corporal e comprimentos padréo e total
do H. eques submetidos ao teste de efeito subletal do Roundup Transorb®.

Comprimento Comprimento

Tratamento Peso corporal (g) padréo (mm) total (mm)
Controle 0,49+0,10 27,75+1,00 31,13+1,61
0,25mg.L™ 0,50+0,10 28,36%1,90 31,33+1,78
0,50mg.L™ 0,50+0,13 27,81+2,78 31,36+2,10
1,00mg.L™ 0,47+0,05 27,78+1,18 31,06+1,17

N&o houve diferenca (P>0,05) pelo teste de Tukey.

5.2.2. Parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros fisico-quimicos (pH, OD, DBO, Nitrato, Cloreto e Turbidez) da
agua utilizada no experimento, mostram que a mesma esta enquadrada nos padrées
de qualidade de agua do CONAMA e padrdes referenciados para teledsteos e para
a espécie na literatura (Tabela 5). As aguas de Classe 1 sdo aquelas que podem ser
destinadas ao consumo humano (tratamento simplificado prévio), irrigacdo de
hortalicas, bem como a protecdo das comunidades aquaticas (CONAMA n°
357/2005).

A temperatura média da agua dos grupos experimentais variou entre
25,0£0,20°C; 25,0£0,23°C, ndo havendo diferenca (P>0,05) entre as mesmas
(Tabela 5). A temperatura da agua no experimento esteve dentro da faixa ideal para
Hyphessobrycon eques que é de 22 a 26°C (CASAL , 2010).

O pH variou entre 6,51 a 6,93 dentre os tratamentos (Tabela 5), estando
dentro da faixa ideal para a espécie que € de 5,0 a 7,8 (CASAL, 2010).

Os valores de dureza total variaram entre 34,27 e 34,64mg.L™ (CaCOs), o que
esta dentro da margem ideal para cultivo de peixes de agua doce que é de 20 a
400mg.L™* (SWANN, 2008).

21



Tabela 5: Paradmetros fisico-quimicos da &gua utilizada em cada tratamento no teste de
efeito subletal do Roundup Transorb® na morfologia testicular de
Hyphessobrycon eques e valores de referéncia da Legislagdo brasileira e

literatura.
Tratamentos Valor de
Parametro T - — referéncia
Controle 0,25mg.L 0,50mg.L 1,00mg.L"
22-26 °C
Temperatura (°C) 25,0+0,2 25,0+£0,2 25,0+£0,2 250+0,1 ()
pH 6,5 6,8 6,5 6,9 6,0-9,0 (*)
OD (mg.L" 0,) 7,0 7,5 7,0 7,0 >6,0 (**)
DBO (mg.L" 0,) 1,2 2,9 2,2 1,8 <3,0 (¥
Nitrato (mg.L™ N) 2,9 2,4 2,3 1,9 <10,00 (*)
Cloreto (mg.L™ ClI) 41 45 45 5.0 <2?£)),00
Dureza total (mg.L™ CaCO) 34,3 32,6 32,6 34,3 2(();35))0
Turbidez (NTU) 0,1 1,1 1,1 11 <40,00 (*)

Temperatura - Média e desvio-padrdo. Nao houve diferenca (P>0,05) pelo teste de Tukey.
(*) CONAMA 357/05 (Classe 1) - Conselho Nacional do Meio Ambiente.

(**) CASAL (2010).

(***) SWANN (2008).

5.2.3. Analises morfométricas e histopatoldgicas

N&o foi constatada diferenca (P<0,05) no didmetro médio dos nucleos de
espermatogbnia A e B (Spg A e B), espermatécitos | e Il (Spc | e Il) e dos cistos de
Spc | e ll. O diametro médio de cistos de espermatides (Sptd) foi menor nos grupos
tratados em relagéo ao grupo controle (Tabela 6).

A reducdo do didmetro médio dos cistos de espermétides poderia estar
associada a reducdo do numero destas células nos cistos. Experimentos em ratos e
em tilapia nilética mostram que a capacidade de suporte dos cistos € reduzida a
medida que ocorre o aumento da densidade de células de Sertoli formando os cistos,
reduzindo o numero de células germinativas nos mesmos (MATTA et al. 2002 e
HESS et al. 1993). Como o presente trabalho ndo teve o objetivo de quantificar as
células de Sertoli nem nucleos de espermatide, ndo foi possivel inferir que existe
relacdo entre a reducdo do didametro dos cistos de espermatides e numero de
células de Sertoli nos mesmos (Tabela 6).

Houve reducéo do didametro médio dos tubulos seminiferos do grupo tratado
com a maior concentracdo (1,0mg.L™") em relacdo aos demais tratamentos e grupo

controle (P<0,05). Segundo Van Haaster et al. (1992), a reducédo do diametro tubular
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esta relacionada com a reducdo do numero de células germinativas e da secrecao

de fluido produzido pela célula de Sertoli (Tabela 6).

Tabela 6: Valores médios e desvio-padrao para didmetro dos nucleos de espermatogdnia A

e B (Spg A e B), nacleos de espermatécito | e 1l (Spc |, Spc Il), dos cistos de Spc
I, Spc Il e espermatides (Sptd) e dos tubulos seminiferos de Hyphessobrycon
eques submetidos ao teste de efeito subletal do Roundup Transorb®, em funcéo
do tratamento.

Parametro (um) Controle 0,25mg.L* 0,50mg.L* 1,00mg.L*
n 60 60 60 60

SpgA 7,20 £ 0,23 7,20 £ 0,25 7,10 £ 0,29 7,10 £ 0,33

SpgB 6,10 £ 0,28 6,10 £ 0,25 6,10 £ 0,23 6,00 £ 0,16

Spcl 5,30 £ 0,29 5,30 £ 0,26 5,20+£0,51 510+0,61

Spcll 4,00 £0,18 4,10 £ 0,31 4,10 £ 0,21 4,10 £ 0,20
Cisto Spc | 40,40 £ 5,99 40,80 + 5,80 41,80 + 6,30 40,50 + 6,42
Cisto Spc I 30,80 £ 3,63 31,80 + 4,92 32,60 £ 4,15 30,10 £ 2,75
Cisto Sptd 29,14 + 3,27c¢ 23,28 + 3,06b 20,98 +1,69a 20,02 £ 1,95a

Tubulo seminifero 228,00 + 43,30b 206,38 £ 41,69b 202,10 +40,93b 175,17 + 25,59a

Valores com letras subscritas distintas nas linhas indicam diferenca (P<0,05) pelo teste de Tukey.

Houve reducdo no numero de células da linhagem espermatogénica (Spg A,
Spg B, Spc |) e cistos de Spc I. A reducdo do numero de Spc | nos grupos tratados
com as duas maiores concentracdes (0,5; 1,0mg.L™) estaria relacionada com a
reducdo do numero de cistos, visto que, ndo foram encontradas diferenca no
diametro dos mesmos em nenhum tratamento. N&o foi constatada diferenca no
namero de Spc Il, bem como no nimero de cistos dos mesmos e de cistos de Sptd.
(Tabela 7).

O numero médio de cistos de Spc | rompidos variou entre os grupos tratados,
com o menor valor sendo encontrado no grupo controle e no grupo tratado com
1,0mg.L™ do principio ativo do agroquimico testado. Houve diferenca do nimero de
cistos de Spc Il (P<0,05) apenas entre 0os grupos tratados com a concentragdo de
1,0mg.L™* e grupo controle. Para Spc Il houve diferenca (P<0,05) entre 0s grupos
tratados com as concentracées de 0,50 e 1,0mg.L™" e o grupo controle. Os valores
médios de cistos rompidos de Spc Il e Sptd foram maior nos grupos tratados em
relacédo ao controle (Tabela 7).

Houve um aumento no numero de cistos rompidos e uma reducdo na
quantidade cistos nos tratamentos para alguns tipos celulares (Figuras 8, 10 e 12). E

evidente que o rompimento dos cistos em animais, que ja possuem um numero
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reduzido dos mesmos, € mais representativo em relacdo a animais que possuem
guantidade de cistos dentro da faixa normal dos mesmos.

Nota-se que houve aumento do ICR de Spc I, Spc Il e Sptd, principalmente
nos grupos tratados com as maiores concentracdes, chegando a 25,78; 25,81 e
26,32% dos cistos Spc |, Spc Il e Sptd, respectivamente (Tabela 9) (Figuras 9, 11 e
13), com comprometimento da manutencdo do ambiente ideal para o
desenvolvimento sincrénico de suas células germinativas.

E importante salientar que em grupos que ndo apresentaram diferenca
(P>0,05) para o numero absoluto de cistos rompidos, ao compara-los novamente
utilizando os valores de ICR passaram a apresentar diferenca (P<0,05). Tal fato
pode ser percebido nos grupos tratados com as concentracdes de 0,25 e 0,50mg.L™,
para os cistos de Spc | e Spc I, mostrando que este modelo é mais sensivel para a
avaliacao histopatolédgica (Tabelas 8 e 9).

A célula de Sertoli tem como principais funcdes, a formacdo da barreira
hemotesticular, sintese de esterodides, nutricdo das células germinativas e fagocitose
de corpos residuais e excesso de citoplasma formado com o desenvolvimento das
espermatides (GRIER et al., 1989; SILVA & GODINHO, 1989; GRIER et al., 1980
GRIER et al., 1978). Desta maneira, a manutencdo do ambiente dos cistos para o
desenvolvimento sincrénico das células germinativas estaria comprometida com o

rompimento de tais células, seja pela redu¢éo ou perda de suas funcdes.

Tabela 7: Niumero médio e desvio-padréo dos nucleos de espermatogbnias A e B (Spg A e
B), espermatdcito | e Il (Spc | e 1), de cistos de Spc | e Spc Il e Sptd em 0,01mm? de area de
testiculo de H. eques submetidos ao teste de efeito subletal do Roundup Transorb®.

Tratamentos Controle 0,25mg.L* 0,50mg.L* 1,00mg.L™
n 10 10 10 10
SpgA 2,49 £ 1,28¢c 2,42 +1,29¢ch 1,83 + 1,47ba 1,63 £ 1,01a
SpgB 5,82 + 2,75b 4,15 + 2,46ab 3,16 £ 2,37a 3,11+2,14a
Spcl 24,84+9,36b  2353+10,65b 18,72+11,04a 16,55+ 11,8a
Spcll 19,09 + 7,20 18,47 + 10,61 15,03 + 9,28 14,54 + 10,73
Cistos Spc | 1,68 £ 0,32b 1,12 £ 0,48a 0,91 £ 0,64a 0,97 +0,36a
Cistos Spc Il 1,46 + 0,48 1,25 + 0,57 1,15 + 0,41 1,24 + 0,44
Cistos Sptd 1,31 £ 0,44 1,03 £ 0,26 0,98 £ 0,53 0,95+ 0,54

Valores com letras subscritas distintas nas linhas indicam diferenca (P<0,05) pelo teste de Duncan.
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Tabela 8: NUmero médio e desvio-padréo de cistos totais (CT) e cistos rompidos (CR) de
espermatdcitos | e 1l (Spc | e Il) e espermatide (Sptd) por 0,01mm? de &area de
testiculo de H. eques submetidos ao teste de efeito subletal do Roundup

Transorb®.
Parametro Controle 0,25mg.L™ 0,50mg.L™ 1,00mg.L™
n 10 10 10 10
CT Spc | 1,68 £ 0,32b 1,12 + 0,48a 0,91 + 0,64a 0,97 + 0,36a
CT Spe i 1,46 + 0,48 1,25 + 0,57 1,15 + 0,41 1,24 + 0,44
CT Sptd 1,31 + 0,44 1,03 + 0,26 0,98 + 0,53 0,95 + 0,54
CR Spc | 0,05 + 0,05a 0,16+ 0,20ab 0,21 + 0,29ab 0,25 + 0,18b
CR Spc I 0,06 +0,07a 0,16 + 0,20ab 0,28 +0,27b 0,32 + 0,18b
CR Sptd 0,07 + 0,05a 0,22 + 0,15b 0,26 + 0,21b 0,25 + 0,23b

Valores com letras subscritas distintas nas linhas indicam diferenca (P<0,05) pelo teste de Duncan.

Tabela 9: indice + desvio-padréo de cistos rompidos (ICR) de espermatdcitos | e Il (Spc | e
I) e espermatides (Sptd) por 0,01mm? de area de testiculo, de H. eques

submetidos ao teste de efeito subletal do Roundup Transorb®.

indice de cistos rompidos (ICR(%))

Parametro
Controle 0,25mg.L™ 0,50mg.L* 1,00mg.L™
N 10 10 10 10
Spc | 2,98x+2,83a 14,29 £19,63ab  23,08%£20,47b 25,78+24,52b
Spcll 3,56+4,37a 12,80+10,82a 24,35+23,11b 25,81+13,78b
Sptd 5,34+3,94a 21,36+16,10b 26,53+17,23b 26,32+16,84b

Valores com letras subscritas distintas nas linhas indicam diferenca (P<0,05) pelo teste de Duncan.
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Figura 8: Numero médio e barras de desvio-padrédo do total de cistos (azul)
e de cistos rompidos (vermelho) de espermatécitos primario (Spc
), por 0,00lmm? de &rea de testiculo de em funcdo da
concentracdo de glifosato. H. eques submetidos ao teste de
efeito subletal do Roundup Transorb®.
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Figura 9: indice de cistos rompidos (ICR) e barras de desvio-padrdo de
espermatdcito | (Spc 1) por 0,01mm? de area de testiculo de H.
eques submetidos ao teste de efeito subletal do Roundup
Transorb®.
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Figura 10: Namero médio e barras de desvio-padrdo do total de cistos (azul)
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Figura 11:

e cistos rompidos (vermelho) de espermatécito Il (Spc 1), por
0,01mm? de &rea de testiculo de H. eques submetidos ao teste
de efeito subletal do R. Transorb®.
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indice de cistos rompidos (ICR) e barras de desvio-padréo de
espermatdcito Il (Spc 1) por 0,01mm? de &rea de testiculo de H.
eques submetidos ao teste de efeito subletal do Roundup
Transorb®.
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Numero médio e barras de desvio-padrdo do total de cistos (azul) e
cistos rompidos (vermelho) de espermatide (Sptd), por 0,01mm? de
area de testiculo de H. eques submetidos ao teste de efeito subletal
do Roundup. Transorb®.
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Figura 13: indice de cistos rompidos (ICR) e barras de desvio-padrdo de

espermatide Sptd por 0,01mm? de area de testiculo de H. eques
submetidos ao teste de efeito subletal do Roundup Transorb®.
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5.2.4. Analise histopatologica

Alem das alteracdes morfométricas ja relatadas discutidas no topico anterior,
foram encontradas também patologias ligadas ao processo de necrose como
vacuolizagdo citoplasmética em espermatogbnias A e B (Spg A e Spg B),
espermatacitos | e Il (Spc | e Spc 11), picnose nuclear e fibrose (Figura 14).

i Y h -

-

Figura 14: Fotomicrografia de testiculo de H. eques expostos ao R.
Transorb®, demonstrando patologias ligadas aos processos
de necrose. Em (a) Vacuolizacao citoplasmatica em Spg (seta
preta) e Spc | (seta branca), (b) Vacuolizagédo Spc Il, (c) e (d)
picnose nuclear (setas pretas) e em (e) e (f) Fibrose.
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A necrose é descrita como um fendomeno multicelular, com estudos
moleculares revelando que o primeiro evento observado € a alteracdo na bomba de
sédio e potassio da membrana celular, provocando edema intracelular. Quando as
enzimas lisos somais digerem as organelas citoplasmaticas, o citoplasma adquire
um aspecto vacuolizado (ZAKERI & LOCKSHIN, 2002).

O numero médio de vacuoliza¢des citoplasmaticas foi maior (P<0,05) nos
grupos tratados, em relacdo ao grupo controle. O maior indice de vacuolizacdo foi
constatado no grupo tratado com a maior concentracdo, onde cerca de 25% das
espematogonias apresentaram citoplasma com aspecto vacuolizado (Tabela 10). Foi
encontrada também, vacuoliza¢do no citoplasma de Spc | e II; porem, 0 numero foi
pouco expressivo em Spc | e Il quando comparados, com os valores encontrados
para espermatogonias, para o grupo tratado com a maior concentragdo (1,00mg.L™)
(Tabela 11 e 12).Estas alteracGes foram encontradas também em machos de Lebistes
reticulatus, tratados com sulfato de zinco por 20 dias (SEHGAL & SAXENA, 1986) e
em espermatogbnias de Astyanax aff. bimaculatus tratados com Roundup™ e
Thiodan® por um periodo de 96h (SILVA FILHO, 2010).

Tabela 10: Indice * desvio-padrio de vacuolizagdo citoplasmatica (IVC) em
espermatogdnias (Spg) por 0,01lmm? de éarea de testiculo de H. eques
submetidos ao teste de efeito subletal do Roundup Transorb®.

Parametros Controle  0,25mg.L™ 0,50mg.L* 1,00mg.L*
n 10 10 10 10
Vacuolizacdo Spg 0,14+0,18a 0,65+0,46b 0,63+0,55b 1,27+0,94b
Total de Spg 8,31+2,81c 6,57+1,62bc 4,99+1,59ab 4,74+1,25a
IVC (%) 1,68+2,71a 9,90+10,58b 12,63+10,71b 26,80+£20,67c

Valores com letras subscritas distintas nas linhas indicam diferenca (P<0,05) pelo teste de Duncan.

Tabela 11: indice + desvio-padr&o de vacuolizacéo citoplasmatica (IVC) em esspermatacito |
(Spc 1) por 0,01mm? de &rea de em testiculo de H. eques submetidos ao teste
de efeito subletal do Roundup Transorb®.

Parametros Controle 0,25mg.L™* 0,50mg.L™ 1,00mg.L™
n 10 10 10 10
Vacuolizacéo Spc | 0,06 £ 0,6a 0,32 £1,36a 0,53+1,72a 1,12+ 2,91b
Total de Spl 24,84 £9,36b 23,53 +10,650b 18,72+11,04a 16,55+11,8a
IVC (%) 0,30+0,98a 1,66x1,89ab 3,38+3,57bc 13,74+17,79c

Valores com letras subscritas distintas nas linhas indicam diferenca (P<0,05) pelo teste de Duncan.
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Tabela 11: indice e desvio-padrdo de vacuolizacdo citoplasmatica (IVC) em Spc Il por
0,01mm? de &rea de testiculo de H. eques submetidos ao teste de efeito subletal
do Roundup Transorb®.

Parametro Controle 0,25mg.L™* 0,50mg.L™ 1,00mg.L™*
n 10 10 10 10
Vacuolizac&o Spc Il 0,12 £0,89a 0,26+1,19ab 0,5£2,01bc 0,93+2,92c
Total de Spc Il 19,09+ 7,20a 18,47 +10,61a 15,03+9,28a 14,54 +10,73a
IVC(%) 0,6x1,89a 2,06+2,46ab 4,70+5,80bc 16,95+39,15¢

Valores com letras subscritas distintas nas linhas indicam diferenca (P<0,05) pelo teste de Duncan.

A vacuolizagdo é uma alteracdo histopatologica reversivel, desde que haja
interrupgdo do contato com a substancia lesiva ainda neste estagio. Persistindo o
contato, podem ocorrer alteragcdes nucleares. As alteracbes nucleares podem ser
revertidas até a etapa da condensacdo da cromatina, formando blocos nucleares
ligados a membrana nuclear e ao nucléolo (cariorrexe). Entretanto, quando as
alteracdes degenerativas progridem, pode aparecer retracdo do nucleo, que se
transforma em uma massa densa e enrugada de cromatina, denominada de picnose
(ZAKERI & LOCKSHIN, 2002).

O numero médio de células com nucleo picnético foi cerca de 4 a 9 vezes
maior nos grupos tratados em relagdo ao grupo controle (Tabela 13). Essa alteracao foi
encontrada também em machos de Lebistes reticulatus tratados com sulfato de
zinco por 20 dias (SEHGAL & SAXENA, 1986) e em espermatogbnias de Astyanax
aff. bimaculatus tratados com Roundup™ e Thiodan® em um periodo de 96h (SILVA
FILHO, 2010).

O ndcleo picnadtico sofre uma dissolucdo progressiva como resultado da acao
hidrolitica das DNAses de origem lisossomal (caridlise), o citoplasma perde a
basofilia e o limite celular torna-se indistinto, ocorrendo a morte celular (ZAKERI &
LOCKSHIN, 2002).

Substancias xenobidticas, como os herbicidas, por interferéncias no RNA e
DNA, provocam o comprometimento da respiracdo aerobia celular, sintese protéica,
manutenc¢ao da integridade das membranas celulares e manutengéo da capacidade
de multiplicagéo celular. A acéo de tais substancias provoca a perda da homeostase
celular, de maneira que a célula perde sua viabilidade (KAIOUMOVA et al., 2001).

A destruicdo tecidual, estimula a angiogénese, a proliferacdo de fibroblastos
deposicédo de matriz extracelular e a reorganizacéo do tecido fibroso. A substituicao
do tecido lesado por tecido conjuntivo denomina-se fibrose (cicatriz). Quando h&
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perda de grande quantidade de tecido, as células sdo incapazes de recompor a
arquitetura original do tecido (BALBINO et al., 2005). Foi constado processo
fiboramentoso no testiculo de 10% dos peixes nas concentracbes de 0,25 e 0,50
mg.L?, e de 40% dos peixes submetidos & maior concentracdo. Esta alteracdo
histopatoldgica foi encontrada também em Astyanax aff. bimaculatus (lambari)
tratado com Roundup™ (SILVA FILHO, 2010) e lambaris coletados proximos a
efluentes domésticos e industriais sem tratamento no rio Piracicaba em Minas
Gerais (MORAES, 2009).

Tabela 13: Nimero médio e desvio-padrdo de nucleos picnéticos por 0,01mm? de &area de
testiculo de H. eques submetidos ao teste de efeito subletal do Roundup

Transorb®.
Parametro Controle 0,25mg.L™* 0,50mg.L™ 1,00mg.L*
n 10 10 10 10

Nicleos picndticos 0,14¥0,18a  0,65:0,17b  0,63t0,29b  1,27+0,28b

Aumento da média (Vezes)* - 4.6 4.5 9,1

* Aumento da média do nimero de nudcleos picnéticos nos grupos tratados em relacéo ao controle.
Valores com letras subscritas distintas na linha indicam diferenca (P<0,05) pelo teste de Duncan.

A maioria dos estudos relatam concentracbes bastante baixas em
ecossistemas de agua doce de superficie em regides onde o uso do glifosato &
muito elevado. No entanto, nos Estados Unidos alguns estudos descrevem
concentracdes elevadas de glifosato, como 0,70 e 1,70mg.L™* (MONSANTO, 1990).
Em areas de cultivo de soja na Argentina, foram mensuradas, em quatro corregos,
concentracées de glifosato entre 0,1 a 0,7 mg L™ (PERUZZO et al., 2008). Silva et
al. (2003) estudaram a concentragdo de glifosato na microbacia hidrografica do
Arroio Passo Pildo em Pelotas, Rio Grande do Sul, constatando a presenca de
glifosato em concentracées acima de 0,1mg.L™, 60 h apés a aplicacéo do produto.
As concentracbes de glifosato detectadas foram todas menores que 0,7mg.L™.
Essas diferencas podem estar ligadas a fatores como proximidade do local de
aplicacdo em relacdo aos corpos de agua, tipos de solo e pulverizagdo em excesso
(overspray) (WHO, 1994). Em geral, estas diferencas sugerem fendmenos de curta
duracdo, provaveis de ocorrer nos corpos d agua, em alguns casos ultrapassando
os limites permitidos pela legislacéo brasileira. Os limites de concentragdes maximas
permitidas para a substancia pela legislacéo brasileira sdo de 0,065 mg.L™” para
aguas Classe | e Il e de 0,28 mg.L. " para 4guas classe 1ll (CONAMA 357/05) que

como discutido neste trabalho, causariam danos a espermatogénese do H. eques.
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6. CONCLUSOES

O Roundup Transorb® mostrou-se moderadamente téxico para
Hiphessobrycon eques;

O Roundup Transorb® provocou alteracées morfométricas e histopatolégicas,
como o aumento dos valores dos indices de cistos rompidos (ICR) e vacuolizacao
citoplasmatica (IVC) em concentracdes encontradas no meio ambiente ou até
mesmo permitidas pela legislacao brasileira; e

O Hyphessobrycon eques mostrou-se uma espécie sensivel mesmo quando
exposta a baixas concentracdes do principio ativo do Roundup Transorb® na agua,

sendo, portanto, adequado como bioindicador de ecossistemas aquaticos.
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