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RESUMO

Os pesticidas mais comercializados mundialmente sdo a base de glifosato, com destaque
para o produto comercial ROUNDUP® WG. Sua alta demanda na agricultura se deve ao
seu amplo espectro de acdo. Embora se saiba que esse composto apresenta baixa
nocividade para mamiferos, os efeitos sobre organismos aquaticos ainda sdo pouco
conhecidos. Diante disso, o presente estudo avaliou o uso do glifosato no cultivo do peixe
ornamental (Poecilia reticulata) e seus efeitos sobre a prole. O delineamento
experimental foi constituido em duas fases. Na fase I, foram utilizados 108 individuos
da espécie, alojados em 6 unidades experimentais com volume util de 10 L cada, sendo
3tratamentos controle e 3 tratamentos teste (Roundup 1 mg.L™?) com densidade de 18
peixes por unidade experimental. Nesta fase, foi realizado o cultivo e reprodugao dos
exemplares. Na fase 11, a prole resultante da reproducéo da fase | foi mantida por 30 dias
em ambiente livre de glifosato, e observados os efeitos cronicos da fase anterior sobre o
desenvolvimento dos juvenis, utilizando como marcadores os efeitos morfoldgicos em
branquia, figado, intestino e rim. Ao analisar os resultados obtidos néo foi identificada
alteracdes nas branquias, figado e intestino da prole, mas foram observados no rim da
prole, representados por degeneracdo tubular, necrose e presenca de material celular no
interior dos tubulos renais. Os resultados indicam que a exposi¢cdo dos peixes parentais
ao glifosato durante as fases de amadurecimento gonadal, reproducéo e desenvolvimento
embrionario causou interferéncia no desenvolvimento da prole indicando que a presenca
do composto podera ter efeito mofoldgico e funcional para essa espécie ao longo das

geracoes.

Palavras-chave: agrotdxico, herbicida, lebistes, toxicidade.



ABSTRACT

The most sold pesticides worldwide are glyphosate-based, with emphasis on the
commercial product ROUNDUP® WG. Its high demand in agriculture must be due to its
wide spectrum of action. Although this compound is known to be of low harm to
mammals, the effects on aquatic organisms are still little known. Therefore, the present
study evaluated the use of glyphosate in the cultivation of ornamental fish (Poecilia
reticulata) and its effects on the profile. The experimental design consisted of two phases.
In phase I, 108 copies of the species were used, housed in 6 experimental units with a
useful volume of 10 L each, with 3 control treatments and 3 test treatments (Roundup 1
mg.L-1) with a density of 18 fish per experimental unit. At this stage, the cultivation and
reproduction of the specimens was carried out. In phase Il, a profile resulting from the
reproduction of phase | was maintained for 30 days in a glyphosate-free environment, and
the continuous effects of the previous phase on the development of juveniles were
observed, using as markers the morphological effects on gill, liver, intestine and kidney.
When analyzing the results obtained, no changes were identified in the gills, liver and
intestine of the offspring, resulting from the, but were observed in the profile kidney,
represented by tubular degeneration, necrosis and the presence of cellular material inside
the renal tubules. Theresults indicate that the exposure of parental fish to glyphosate
during the stages of gonadal maturation, reproduction and embryonic development caused
interference in thedevelopment of the profile, meaning that the presence of the compound

may have moldological and functional effects on this species over generations.

Keywords: pesticide, herbicide, guppyes, toxicity.
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1.INTRODUCAO

A qualidade da producéo agricola sempre foi impactada pela presenca de formas
de vidas indesejaveis como insetos e ervas daninhas. Para combater esses problemas,
tornou-se essencial o uso de agrotoxicos ou pesticidas de diversas classes quimicas. Os
primeiros pesticidas utilizados incluiam substancias toxicas de origem natural, como o
piretro e a nicotina, além de elementos inorgdnicos como o mercudrio e o enxofre.
(JONATAN, 1989).

Os pesticidas sdo usados para controlar os fatores que afetam a produtividade.
Essas substancias podem ter muitos efeitos adversos no meio ambiente, principalmente
na destruicdo de espécies ndo-alvo, contaminacdo do solo e das espécies subterraneas ou
superficiais, desenvolvimento de imunidade aos agrotdxicos e passagem dessas
substancias na cadeia alimentar para diversos sistemas ecologicos (RODRIGUES;
ALMEIDA, 2007).

O uso em grande quantidade de agrotdxicos na agricultura comegou nos Estados
Unidos em meados de 1950 com a chamada “Revolucao Verde”, que visava modernizar
aagricultura e sua produtividade (ALVEZ,2013). O Brasil, tornou-se o maior consumidor
mundial de agrotoxicos, sendo a regido sul responsavel por 30 % desse consumo e o
estado do Parana destacando-se no uso de agrotdxicos comparados com o resto o Brasil,
com 12 kg por hectare por ano, contra a média brasileira de 4 kg de hectarepor ano
(LOPEZ, 2018).

A modernizacdo do campo, visando erradicar a fome e aumentar a produtividade,
trouxe consigo o0 uso intensivo de agrotdxicos, cujos impactos incluem a degradacao do
solo, poluicdo das aguas e da atmosfera (PORTO; SOARES, 2012; SIQUEIRA, 2013;
LAZZARI; SOUZA, 2017). A "Revolugdo Verde" incorporou 0s agrotoxicos como parte
essencial do pacote tecnolégico da modernizacao agricola, impulsionando a agricultura
brasileira. Essa transformacdo permitiu a producdo em regides anteriormente de baixa
fertilidade e especializagdo em diversas variedades de grdos (CARVALHO, 2017,
PORTO; SOARES,2012). Atualmente, o Brasil se destaca economicamente como um dos
principais atores globais na agricultura, sendo o maior produtor mundial de soja e um dos
principais exportadores de produtos agricolas. No entanto, essa producao em larga escala
é suportada pelo uso continuo de sementes transgénicas, fertilizantes e agrotoxicos, o

que



tem contribuido para posicionar o pais como o maior consumidor global de agrotdxicos
desde 2008 (CARNEIRO, 2015; PIGNATI, 2017; LARA, 2019;).

Os agrotdxicos sdo divididos em diferentes classes, dentre as quais pode-se citar
herbicidas, fungicidas, acaricidas, algicidas, larvicidas e inseticidas. Além de compostos
organicos, substancias usadas como reguladores de crescimento, desfolhantes e
dessecantes (BRAIBANTE, ZAPPE; 2012). Suas fungdes basicas na agricultura incluem
a elevacdo da producéo, a melhoria da qualidade dos produtos e a reducdo do trabalho e
dos gastos com energia. Sem duvida esses objetivos foram alcancados nas dltimas
décadas. No entanto, o uso indiscriminado e pouco criterioso de agrotdxicos trouxe e
continua gerando sérios efeitos para 0 ambiente e para a saide humana. No periodo entre
2010 a 2020, a quantidade de agrotoxicos comercializados no Brasil aumentou 78,3%,

quase o triplo do que cresceu a area cultivada no pais (27,6%) (HESS, 2022).

O herbicida glifosato é toxico e pode ser transportado pela agua, atingindo
organismos ndo alvo, interferindo na reproducdo e potencialmente causando efeitos em
futuras geracGes. Os contaminantes ambientais causam danos histologicos e no DNA dos
animais, assim como promovem estresse oxidativo e inibem a produgdo de enzimas
importantes para o funcionamento do sistema nervoso do animal. Neste sentido, o
objetivo desse estudo é analisar as alteracGes morfoldgicas em branquias, figados,
intestino e rim de juvenis da espécie Poecilia reticulata, gerados por animais submetidos
aensaios cronicos de exposicao ao glifosato durante periodo de amadurecimento gonadal,

reproducéo e gestacéo.

2.0BJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do glifosato na morfologia de diferentes 6rgdos de juvenis de Poeculia reticulata

originarios de parentais submetidos a exposicao cronica ao agrotoxico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar as a morfologia de branquias em juvenis de Poecilia reticulata cujos parentais

foramexpostos ao glifosato no periodo da reproducao.



- Analisar as a morfologia de figado em juvenis de Poecilia reticulata cujos parentais

foramexpostos ao glifosato no periodo da reproducao.

- Analisar as a morfologia de rim em juvenis de Poecilia reticulata cujos parentais

foramexpostos ao glifosato no periodo da reproducéo.

- Analisar as a morfologia de intestino em juvenis de Poecilia reticulata cujos parentais

foramexpostos ao glifosato no periodo da reproducao.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A IMPORTANCIA DE EXPOSI(;AO DE GLIFOSATO NA ESPECIE DE
PEIXES P. reticulata

O glifosato (N-(fosfonometil) glicina) é um composto organofosforado, de
férmula empirica (C3H8NOS5P) e principio ativo de diversos defensivos agricolas (fig 1).
E um herbicida n3o seletivo, sisttmico, pds-emergente, com rapida absorcio foliar e
translocacdo, tanto pelo xilema quanto pelo floema da planta tratada. (TEOFILO, 2003).
Trata-se de um herbicida dessecante de culturas, usado para matar ervas daninhas,
especialmente folhosas perenes e gramineas que competem com as culturas
(AMARANTE JUNIOR; 2002).

O O
| O I
HD—PvNHmﬁkOH HO—P~.~NH,
| |
HO HO
Glifosato AMPA

Figura 1. Férmula estrutural do glifosato e seu principal produto de degradacao.
(AMPA).

Ha trés classes de glifosatos que vem sendo comercializados: glifosato-
isopropilaménio, glifosato-sesquisddio (patenteados por Monsanto e vendido como

Round-up R), e glifosato-trimesium (patenteado por ICI, atual Syngenta R)



(AMARANTE JUNIOR; 2002).

E um herbicida importante pois apresenta enorme capacidade de translocacdo na
planta (SHANER, 2009) tem 6timo controle, rapida inativacao no solo, toxicidade baixa

em animais e para manipuladores do produto (FRANZ 1997).

Os peixes sdao o maior grupo diversificado, ndo alvo, que continuamente sdo
expostos aos pesticidas, portanto sdo importantes indicadores de efeitos da agédo toxica
dessas substancias, permitindo a deteccdo de toxicidade aquatica (CRISTHIAN ALVES
LORENSI; 2017). Além dos peixes, alguns invertebrados do solo, assim como bactérias
e fungos apresentam efeitos adversos quando expostos ao glifosato (AMARANTE
JUNIOR; 2002).

A espécie P. reticulata pertence ao reino animalia, filo Chordata, classe
Actinopterygii, ordem Cyprinodontiformes, familia Poecillidae, género Poecilia. Tem
importancia econdémica por ser utilizada em aquariofilia, sendo, também, usado no
controle de vetores de doencas como por exemplo a dengue. A espécie é caracterizado
como modelo por possuir sensibilidade a acdo de efeitos tdxicos, ciclo reprodutivo curto,
Isto ndo esta certo por isso retirar, adaptacdes a condi¢des laboratoriais e facil manejo em
aquarios, que permite uma populacdo homogénea e padronizada para seu uso em testes
toxicologicos (ANTUNES; 2013).

O modelo bioldgico utilizado foi o Poecilia reticulata (Peters, 1859), um peixe
pequeno bento peldgico, ndo migratério, e que ocupa uma ampla gama de habitats, como
estuarios, lagos, lagoas, pequenas valas e canais (OECD, 1992; Skelton, 1993). E
considerado como organismo-modelo para ser utilizado em estudos ecotoxicoldgicos com
agrotoxicos (Manrique, 2009) e apresenta dimorfismo sexual, que facilita a identificacdo
do sexo e arealizacdo de estudos comparativos entre eles. Além disso, esta espécie é
recomendada como organismo modelo pela American Public Health Association (APHA,
1991) e pela Organizagdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD,
1992).

3.2 ALTERACOES MORFOLOGICAS

As branquias de peixes sao muito usadas como modelos para estudos de impacto
ambiental, pela estrutura ter contato com o meio externo (FANTA, 1991), pois se adaptam
com rapidez as condi¢Ges impostas (MISHIRA, 1985; MACHADO, 1999). S&o o
principal sitio de trocas gasosas (HUGHES, 1966; 1982), envolvidas com



osmorregulagdo (GONZALES; McDONALD, 1992), equilibrio &cido-basico
(McDONALD, 1991, WOOD, 1991), excre¢cdo de compostos nitrogenados (EVANS;
CAMERON, 1986) sendo adequadas, portanto, em estudos de toxicologia aquética. E

possivel a diferencia¢do por analises histoldgicas, causadas por doencas ou poluentes.

Como exemplo, espécimes de Danio rerio (Hamilton 1822) adultos foram
expostos emconcentracdes de 0,065 e 1 mg/L de glifosato contido no HBG Scout®
diariamente por sete dias. O composto causou alteracGes morfoldgicas representados por
um aumento naquantidade de hiperplasia/hipertrofia e fusdo lamelar de uma de maneira
dependente da concentracdo. Um aumento na largura das lamelas secundarias e uma
diminuicao da distancia entre elas foi observado nos peixes expostos a 0,065 e 1 mg/L.
Em animais tratados com 1 mg/L foi também observado um aumento na largura da lamela
primaria, uma diminuigdo do comprimento das lamelas secundérias e a diminuigdo da
area da superficie branquial (MENNA,; 2021).

Nos testes de toxicidade aguda em carpas Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758) expostos ao
glifosatofoi estimado valor de CL50 96h no valor de 620 mg/L, sendo que concentracdes
subletais, de menos de 1% da CL50, causam danos as branquias da carpa (LANGIANO;
2006).

As alteragdes morfologicas mais frequentemente reportadas em publicacoes
cientificas, em ordem de incidéncia, sdo: descolamento do epitélio; necrose; fusdolamelar;
hipertrofia das células epiteliais; hiperplasia ou fusdo das lamelas devido ao crescimento
celular, resultando na reducdo da area de superficie respiratdria; ruptura dasceélulas
epiteliais; hipersecrecéo de muco; aneurisma lamelar; congestéo vascular; proliferagéo de
células secretoras de muco e de células de cloreto; infiltracdo de leucocitosno epitélio; e

alteracdes no espac¢o sanguineo delimitado pelas células pilares. (MACHADO, 1999).

O figado é um indicador do estado nutricional fisioldgico em peixes (CABALLERO
1999), e porque é um 6rgéo central na acumulacao e desintoxicacdo de contaminantes organicos
e inorganicos, é também frequentemente utilizado comoindicador de poluigéo aquatica em estudos
ambientais (Al-YOUSUF, 2000; KOHLER, 1991).

O figado é um 6rgdo importante que traz informacges relevantes em relagéo a acdo
depoluentes. O metabolismo é intenso, recebe por meio das vias sanguineas os poluentes
absorvidos no ambiente, pode apresentar alteragdes morfologicas devido a toxicidade de
compostos presentes na agua (SALEH, 1982; BRAUNBECK, 1990). O érgdo também é

responsabilizado pela desintoxicacdo dos organismos a produtos endégenos e exogenos,



atuando em processos de biotransformacéao capazes de originar metab6litos mais reativos
que o produto de origem, sendo o primeiro alvo da toxicidade dessas substancias
(ZELIKOFF, 1998; ROBERTS, 2001), portanto atua como sitio de armazenamento,
biotransformacao e excrecdo de agentes quimicos (CENGIZ E UNLU, 2006; CUNA,
2011; AGAMY, 2012). Os hepatdcitos, principais células do figado, sdo poliédricos com
grandes nucleos esféricos, geralmente um ou dois, contendo nucléolos, e possuem um
citoplasma de aparéncia granular e vacuolizada. Também estdo presentes sinusoides
hepéticos capilares que se encontram entre os hepatdcitos (Groman, 1982; Takashima &
Hibiya, 1995).

Em estudo que investigou os efeitos da toxicidade do glifosato no figado de
machos e fémeas de D. rerio foram observadas vérias alteracfes no tecido hepatico,
incluindo edema,hemorragia, hiperemia, vasodilatacao, necrose e vacuolizacao, além de
mudancas na estrutura interna das células hepaticas, como dilatacdo do reticulo
endoplasmatico, do espaco perinuclear, perda de membrana mitocondrial, formacao de
membranas concéntricas e vacuolizacdo citoplasmatica. As andlises histoquimicas
revelaram reducdode proteinas totais e de polissacarideos acidos em fémeas ap6s 7 dias
de exposicdo, e diminuicdo de polissacarideos neutros apds 15 dias. Em machos, houve
aumento de proteinas totais apds 7 dias e reducdo de polissacarideos acidos em ambos 0s
periodos. Aconcentracdo de 6,5 mg/L mostrou maior impacto nas fémeas apos 7 dias,
enquanto os machos demonstraram maior sensibilidade ap6s 15 dias, indicando respostas
divergentesa toxicidade conforme o sexo (DAVICO, 2021).

A digestdo quimica e a absorcdo de nutrientes, ions e agua ocorrem
predominantemente no intestino. A regido proximal do intestino € mais eficiente na
digestdo e absorcdo de nutrientes, enquanto a regido distal é mais focada na absor¢édo
de ions e agua. A parede intestinal dos peixes apresenta uma estrutura histolégica
composta por quatro camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa (Gentem et al.,
2009). Segundo Wilson e Castro (2011) e Honorato et al. (2011), a camada mucosa nos
peixes € formada por uma monocamada de células epiteliais cilindricas, conhecidas
como enterocitos, que se situam acima de uma camada de tecido conjuntivo. Os
enterdcitos sdo as células epiteliais predominantes que revestem a luz do intestino e
desempenham um papel crucial na absorcao de nutrientes devido a presenca da "borda
em escova" em sua regido apical, voltada para a luz (Van Dongen, Visser, Daems,
Galjaard, 1976). Além das células epiteliais cilindricas, o tecido epitelial intestinal
simples também possui células caliciformes, responsaveis pela producao de muco, que

protege e lubrifica o revestimento intestinal (Deplancke & Gaskins, 2001). A



submucosa é composta por camadas de tecido conjuntivo que sustentam a mucosa e
abaixo dela estdo as camadas musculares, constituidas por uma camada circular interna
e outra longitudinal externa de musculo liso, responsaveis pelo peristaltismo.
Externamente, encontra-se a serosa, formada por tecido conjuntivo e epitelial; a
submucosa abriga um grande nimero de eosinofilos e quantidades varidveis de tecido
linfoide (Cardoso, 2005; Wilson & Castro, 2011). Uma caracteristica importante do
intestino € a presenca de vilosidades e criptas em sua arquitetura (Rodrigues, 2011).
Nas criptas, estdo localizadas as células-tronco intestinais (CTI), que possuem a
capacidade de autorrenovacdo e de gerar todas as células diferenciadas do tecido
intestinal, sendo essenciais para a constante renovacédo da populacéo celular do epitélio
intestinal (Rodrigues, 2011).

Nos peixes, o rim € um érgdo singular que ndo apenas filtra o sangue, mas também
desempenha uma funcdo semelhante a da medula 6ssea em vertebrados superiores, sendo
responsavel pela hematopoiese em conjunto com o bago. Esse 6rgéo é dividido em partes
anterior e posterior, onde a hematopoiese ocorre quase exclusivamente na regido anterior.
A parte posterior do rim filtra e elimina compostos toxicos do sangue, desempenhando

um papel semelhante ao dos rins dos mamiferos (Moro, 2013).

O tecido hematopoiético tem funcBes importantes tanto no sistema endécrino
guanto no sistema imunoldgico, promovendo a interacdo entre esses dois sistemas.Ele é
essencial na producédo de anticorpos e hormdnios catecolaminas (Borges, 2005; Pimpao,
2006). No rim, o néfron se desenvolve em segmentos proximal e distal, sendo constituido
por uma regido globular e um tubo longo. O corpusculo renal, formado pelo glomérulo e
pela capsula de Bowman que o envolve, inclui também as artérias aferentes e eferentes e
os tubulos proximais. Dentro desses tibulos, a observacdo de material celular corado pode
indicar a possivel ruptura da estrutura ao longo do néfron (Cormier et al., 1995).

4. METODOLOGIA

O presente estudo foi executado no laboratorio de Experimentacdo Animal da
Universidade Federal da Fronteira Sul - Campus Laranjeiras do Sul. Os experimentos
consistem na analise de peixes da espécie Poecilia reticulata F1 de individuos submetidos

a exposic¢do por glifosato no periodo de reproducéo.

A primeira fase do ensaio foram utilizados 108 individuos da espécie, mantidos

em 6 unidades experimentais com volume util de 10L cada, em uma proporc¢do de 1



macho para 4 fémeas, sendo 3 aquérios tratamentos controle e 3 aquarios tratamentos
teste (Roundup 1 mg.L™) com densidade de 18 peixes por unidade experimental e

mantidos durante a fase de maturacdo gonadal e reproducédo, ocorreu durante 157 dia

Os individuos foram selecionados, aleatoriamente, 3 aquarios controles e 3
aquéarios submetidos ao glifosato. Os animais foram mantidos em temperatura de 26 °C,
com oxigenacao constante, alimentados diariamente com ragcdo comercial e realizada a

troca de 30 % da agua dos aquérios 2 vezes por semana.

Em uma segunda fase a F1 18 foi cultivada em ambiente livre de glifosatopor 30
dias, nas mesmas condicdes identificada acima. Ao final deste periodo foi realizada
eutanasia F1 e realizada coleta dos 6rgdo branquia, figado, intestino e rim para avaliacao
morfolégica. Para os animais do grupo submetido ao glifosato foram 18 individuos
utilizados para avaliacdo morfoldgica e do grupo controle foram utilizados 14animais da

prole.

Modificado a partir de Becak e Paulete 1976, foi modificado porque usamos
tempos diferentes e por serem pecas muito pequenas, para a coleta e processamentos 0s
animais foram anestesiados em benzoaina 50 mg/L e sacrificados por aprofundamento
anestésico com benzocaina a 100 mg/L, sendo coletado os érgaos, fixados em ALFAC
(75 ml de alcool 95 %, 25 ml de formol e 2,5 mlde acido acético) por 24 horas e
posteriormente armazenados em alcool 70 %, desidratados em série alcodlica em uma
sequéncia de alcool 80 %, alcool 90 %, alcool 95 %, alcool absoluto, sendo 30 minutos
em cada concentracdo, diafanizados em xilol (3 banhos de 5 minutos) e incluidos em
parafina liquida a 58 °C, sendo resfriados para solidificacdo da parafina. Os blocos foram
cortados em micrétomo e os cortes colados emlaminas de vidro, desparafinilizados em
xilol (2 banhos de 5 minutos), hidratados em série alcodlica decrescente (&lcool 100 %,
alcool 95 %, alcool 70% e &gua — 5 minutos em cada banho), corados em corantes
histologicos de Hematoxilina (15 minutos) e Eosina(5 minutos), desidratados em série
alcoolica crescente (alcool 95 % e 3 banhos em alcoolabsoluto — 5 minutos), diafanizados
em xilol — 3 banhos de 3 minutos) e as laminas montadas com laminulas e resina
histologica. As laminas foram analisadas e fotografadasem microscopio Optico para
localizagdo e analise morfoldgica das branquias, figado, rime intestino (BECAK;
PAULETE, 1976).

5. RESULTADOS

5.1 Branquias



Os animais do grupo controle apresentaram morfologia branquial com alteracoes,
com lamelas primarias e lamelas secundarias. Foram observadas alteracGes de
descolamento do epitélio da lamela secundaria (100% dos animais avaliados) e edema

(35% dos animais avaliados) (acumulo de liquido) (figura 1).

r

Figura 1: Corte histoldgico brqui de animal do grup controle apresenta
lamelas primarias (a), lamelas secundarias (asterisco), descolamento epitelial
(cabeca de seta) e edema (b). (ampliagdo de 100X).

Os animais do grupo submetidos ao glifosato apresentaram um padrdo semelhante
ao controle em relacdo a estrutura geral e ao descolamento do epitélio das lamelas

secundarias (100% dos animais) porém ndo foram deectados edema (figura 2).



Figura 2: Corte histolégico branquial de animal submetido ao glifosato,
apresentando lamelas primarias (a), lamelas secundarias (asterisco) e
descolamento epitelial (cabeca de seta). (ampliacdo de 100X).

5.2 Rim

Os animais do grupo controle ndo apresentaram altera¢cbes morfologicas (100%
dos animais). Foi observado regides do néfron representadas por capsula de Bowman com
glomérulo em seu interior, artérias aferentes e aferentes, tubulos proximais e ducto, todos

mergulhados em um tecido hematopoiético (figura 3).




Figura 3: Corte histolégico de rim de animal do grupo controle, (A) tecido
hematopoiético (a), glomérulo (b), capsula de Bowman (seta), artérias aferentes
eeferentes (c), tabulos proximais (d) e ducto (e). (B) ampliacdo da selecédo
mostrando glomérulo (b), artéria (c), e o ducto (d). (objetiva de 100X).

Nos animais do grupo submetido ao glifosato foram observadas alteragdes
histoldgicas, representadas por desestruturacdo de tubulos proximais (54% dos animais
7 individuos),tibulos renais com material celular na luz (38% dos animais), necrose (8%

dos animais)e aparente célculo renal (8%) (figura 4).



Figura 4: Corte histoldgico de rim de animais submetidos ao glifosato, (A) apresentando
tibulos proximais com padrdo normal (d) e tObulos proximais com alguma
desestruturagdo (d’). (B) apresentando material celular corado dentro do tbulo (destaque)
e aparente célculo renal (destaque com flecha). (C) apresentando material celular corado
dentro dos tubulos (destaques). (D) apresentando material celular corado dentro do tubulo
(destaque 01), tubo com necrose (destaque 2) e aparente célculo renal (seta) (ampliacéo
de 100X).

5.3 Figado

Os animais do grupo controle apresentaram padrdo histologico hepético de
vertebrados, representados por hepatocitos (células parenquimatosas do figado),
sinusoides (capilares hepaticos dilatado) e vaso sanguineo de grande calibre (figura 5 A).
Os hepatocitos do grupo controle apresentaram alguma variacdo da morfologia celular,
aparentemente relacionada a variacdo de acumulo lipidico no citoplasma (figuras B, C e
D).



Figura 5: Corte histologico de figado do grupo controle. (A) hepatdcitos (destaque),
sinusoide (seta), vaso sanguineo de grande calibre (asterisco). (B) hepatdcitos com baixo
acumulo de lipidio no citoplasma, (C) hepatécitos com acimulo intermediario de lipidio
no citoplasma e (D) hepatdcitos com altaquantidade de lipideos no citoplasma. (ampliagdo
de 100X).

Os animais do grupo submetidos ao glifosato apresentaram um padréo semelhante
aos animais do grupo controle, apresentando hepatécitos (células parenquimatosas do

figado), sinusoides, e vaso sanguineo de grande calibre (figura 6). Assim como
apresentam padrdes variados de acimulo de lipideos no citoplasma dos hepatécitos.

Figura 6: Corte histologico de figado do grupo submetido ao glifosato. (A)
hepatécitos (destaque), sinusoides (seta), vaso sanguineo de grande calibre
(asterisco), (B) hepatdcitos com baixo acumulo de lipidio no citoplasma, (C)
hepatdcitos com acimulo intermediario de lipidio no citoplasma e (D) hepatocitos
com alta quantidade de lipideos no citoplasma. (ampliacéo de 100X).



5.4 Intestino
Os animais do grupo controle apresentaram padrdo morfoldgico de vertebrados,

com parede apresentando mucosa, submucosa, muscular e serosa.

A

Figura 7: A- Corte histolégico do intestino de animal do grupo controle, parede
intestinal (seta dupla), apresentando mucosa (asterisco), vilosidades (seta 1),
submucosa (a), células de muco (seta 2), enterdcitos (circulo), tecido epitelial (TE),
tecido conjuntivo (TC), Serosa (s). (Ampliagcdo 100X).

Os animais do grupo submetido ao glifosato apresentaram o mesmo padrdo em
relacdo ao grupo controle com mucosa, vilosidades, submucosa, células de muco,
enterdcitos, tecido epitelial, tecido conjuntivo e a serosa de alteracdes relacionadas a

exposicao ao glifosato.

Figura 8: Corte histoldgico do intestino de animal do grupo submetido ao glifosato,



apresenta mucosa (asterisco), vilosidades (flechas), submucosa (a), células de muco
(cabeca da seta), serosa (s), enterdcitos (circulo), tecido epitelial (TE), tecido
conjuntivo (TC). (ampliacdo de 100X).

6. DISCUSSAO

Ensaios toxicologicos geralmente séo feitos a curto prazo com exposicao aguda,
em testes de cronicidade, geralmente s&o analisados os efeitos em relacédo a alteragdes na
fecundidade, relacdes entre idade/tamanho ou a presenca de tumores(carcinogenecidade)
(NETO, 2018). Nesse trabalho os ensaios foram feitos com concentracdo baixa a longo
prazo de exposicao crénica (157 dias) dos parentais ao glifosato, sendo que o objetivo foi
identificar se a prole, mesmo livre de glifosato, apresentaria efeitos adversos causados
pela exposicdo dos parentais ao agrotoxico.

Na avaliagdo das branquias de animais expostos a glifosato durante o
desenvolvimento embrionario, foram observadas alteracbes morfoldgicas, incluindo o
descolamento do epitélio. Em animais que se desenvolveram em ambientes de controle
(sem glifosato), também foi observado o descolamento do epitélio branquial, além de
edema. As lesdes nas branquias de lebistes sdo consistentes com aquelas descritas por
outros pesquisadores em peixes submetidos a substancias quimicas (Machado, 1999; Lupi
et al., 2007; Laurent & Perry, 1991). Essas alteracBes no epitélio branquial parecem ser
uma resposta comum a diversos agentes toxicos e podem comprometer a funcdo das
branquias (Nogueira et al., 2008). Embora o descolamento do epitélio reduza a
vulnerabilidade da superficie das branquias, ele pode prejudicar a eficiéncia das trocas
gasosas e do transporte de ions (Mallat, 1985; Winkaler et al., 2001).

O edema, também observado nas branquias dos animais controle, é caracterizado
por um aumento de liquidono sangue. Essa alteracdo histologica atua como um mecanismo
de defesa, diminuindo aarea de superficie vulneravel das branquias e/ou aumentando a
barreira de difusdo contrao poluente (Karlsson-Norrgren et al., 1985; Erkmen &
Kolankaya, 2000). No entanto, essa resposta pode dificultar as trocas gasosas (McDonald
& Wood, 1993).

A disfuncdo das branquias durante a exposicdo aguda a poluentes pode levar a
morte do peixe (Hinton & Laurén, 1990; Hinton et al., 1992; Thophon et al., 2003). Porém
em casos de alteracdes moderadas a leves nas branquias, é possivel a regeneracéo e a

recuperacdo de suas fungbes. Contudo, sem a restauracdo do ambiente e com a exposicao



continua aos contaminantes, essas alteraces podem progredir para condi¢cbes mais graves
(Poleksic & Mitrovic-Tutundzic, 1994).

No estudo em questdo, ndo € possivel identificar que as lesbes encontradas foram
induzidas pela presenga do glifosato no ambiente, pois as alteracdes identificadas como
edema foram encontradas apenas no grupo controle e o descolamento do epitélio
respiratorio ocorreu nos animais dos dois grupos estudados, podendo estar relacionado a

artefato de técnica devido a fragilidade deste epitélio respiratdrio.

Nos animais do grupo submetido ao glifosato durante o desenvolvimento
embrionario, o rim foi o Orgdo que apresentou alteracbes. Os animais com
desenvolvimento embrionario na presenca do glifosato, apés em ambiente livre de
glifosato, apresentaram alteracfes representadas por desestruturacdo dos tdbulos renais,
necrose, material celular no interior dos tabulos e aparente presenca de célculo renal,
porém néo foi observada variacdo morfologica nas capsulas de Bowman. O rim é um 6rgao
que recebe grande quantidade de sangue, a presenca de produtos quimicos no sangue pode
causar condicBes patolégicas da cdpsula de Bowman, como proliferagdo anormal de
células epiteliais e espessamento da lamina basal do glomérulo, resultando em reducéo do
espaco de Bowman (HINTON et al., 1992; TAKASHIMA, HIBIYA, 1995).

A presenca de material celular corado dentro dos tubulos renais séo, resultado de
uma ruptura do néfron (Cormier et al., 1995) e podem obstruir a passagem da luz tubular,
enquanto o aumento no volume das células endoteliais pode estreitar a luz tubular
(Takashima & Hibiya, 1995). Essas alteragdes comprometemtanto a filtracdo quanto os
processos de reabsorcdo e secrecdo tubular (Meyers &Hendricks, 1985). A maioria das
mudancas ocorre nas células epiteliais, muitas das quais degeneram e podem
eventualmente necrosar. Estudos revelaram que a degeneracdo granular seguida por
degeneracdo hialina € comum, frequentemente acompanhada de necrose das células
epiteliais dos tabulos em peixes (Kiryu & Moffitt, 2001). Tabulos renais danificados
podem ser regenerados, um fendmeno frequentemente observado em peixes como
indicador de adaptacdo e recuperacdo (Takashima & Hibiya, 1995; Hinton & Laurén,
1990).

Modificado a partir de Panetto 2019, resultados de estudos de exposicdo de peixes
ao glifosato demonstram que o composto apresenta toxicidade a estes animais. Em estudo

de avaliacéo de toxicidade do herbicida glifosato nas concentracGes de 65 pg/L e 120 pg/L,



nos ovarios do peixe D. rerio, que ficaram expostos nessas concentracfes por 15 dias foi
observado aumento da frequéncia de micronicleos e IGS (indice Gonadossomatico e
massa corporal). Portantoconcluiu-se que o glifosato tem um potencial genotdxico em
ambas as concentracdes e pode causar danos a reproducédo dos peixes (DA SILVA, 2019).
AMES, 2021, analisando efeito do glifosato em embrifes de peixe D. rerio (Hamilton
1822) indicaram aumento da mortalidade, malformacdes, alteragdes na eclosdo e na
frequéncia cardiaca nas fases embrionaria e larval. Além disso, também indicaram danos
bioquimicos e comportamentais na fase adulta. Outro estudo investigou os efeitos do
Roundup® na CL50 (concentracdo letal para 50% dos embribes), morfologicos e no
metabolismo energético durante a embriogénese do peixe-zebra D. rerio. Os embrides
expostos apresentaram a CL50 de 25 mg/L. Foi verificada a alteracdo morfoldgica na
bexiga natatoria de embribes Os resultados bioquimicos, incluindo as dosagens de
proteinas totais e glicose, ndo apresentaram efeitos significativos. No entanto, a dosagem
da atividade da enzima hexoquinase mostrou uma diferenca significativa nos embrides
expostos as concentracGes de 5 mg/L e 15 mg/L em comparagdo com o grupo controle.
(PANETTO, 2019).

Os resultados aqui demonstrados indicaram que h& um efeito diferenciado nos
Orgdos avaliados, apesar de ndo ocorrer efeito morfoldgico nas branquias, figado e
intestino, foi possivel observar efeitos morfolégicos nos rins dos juvenis em que 0S
parentais foram expostos ao glifosato, mesmo apds 30 dias em ambiente livre de glifosato.
Este resultado pode estar relacionado a diferencas nas taxas de contato com as moléculas
toxicas e/ou de regeneracdo dos tecidos que compdem cada um dos 6rgdos. Os Orgaos
branquias e intestino sdo frequentemente afetados diretamente por agentes agressores
solveis na agua, ja o figado é suscetivel aos compostos absorvidos da agua por ser o
principal 6rgéo relacionado a detoxificagdo do organismo, acumulando substanciastoxicas
durante este processo. Aliado a estas condicdes, estes tecidos também apresentamalto nivel
de regeneracdo celular. As branquias (Das & Mukherjee, 2003; Venturini et al.,2015;
Cardoso et al., 2020; Silva et al., 2021), o intestino (MAIORKA et al., 2002) e ofigado
(Gressner; Gao, 2014) sao conhecidos por apresentar uma alta taxa de renovacgéocelular.
E possivel que mesmo tendo sido afetados pela exposicdo dos parentais aoglifosato,
incluindo o periodo de desenvolvimento embrionario, o periodo de 30 dias livrede glifosato
foi suficiente para recuperacdo dos danos teciduais que poderiam ter ocorrido.

O rim, 6rgdo que pode ser afetado por substancias toxicas ndo metabolizadas, ou
por metabolitos toxicos que seriam acumulados no rim durante 0 processo de excrecao,

apesar de apresentar capacidade de regeneracdo (Takashima & Hibiya, 1995), apresentou



sinais de lesdo tecidual apos este periodo, indicando que sua capacidade de regeneragéo
ndo foi suficiente para recompor a estrutura tecidual no periodo do ensaio. Disfuncbes
durante essas etapas de desenvolvimento podem afetar o crescimento e o desenvolvimento
de doencgas em fases posteriores da vida da prole, influenciando tambéma padronizacdo da
vascularizacdo dos 6rgdos durante a organogénese, 0 que por sua vez pode afetar o
transporte de nutrientes pelo sangue ou sinaliza¢gdes hormonais (Waterland& Garza, 1999).
Como o periodo embrionario esta relacionado ao desenvolvimento da estrutura do
organismo, estes efeitos observados no rim dos juvenis de P. reticulata, ap6s30 dias em
ambiente livre de glifosato, poderiam indicar que o funcionamento do 6rgéo foi afetado de
maneira permanente.

A anélise morfol6gica do figado ndo apresentou alteracGes histoldgicas devido a
presenca de glifosato, mantendo um padrdo normal. O figado desempenha fungées
metabolicas essenciais e atua na desintoxicacdo de substancias enddgenas e exdgenas
(Ingawale; Mandlik; Naik, 2014; Malarkey et al., 2005). Sua posi¢cdo no sistema
circulatorio é estratégica para a captura, transformacdo e acumulo de metabdlitos, além
de facilitar a neutralizacdo e eliminacdo de substancias toxicas (Junqueira; Carneiro,
2013). Os hepatdcitos sdao fundamentais na detoxificacdo de substancias nocivas,
processo que gera radicais livres, causando estresse oxidativo e potencialmente levandoa
necrose celular (Tunez et al., 2005). As células estelares hepaticas (HSCs) tém um papel
crucial no desenvolvimento, regeneracdo e reparacao do figado (Forbes; Parola,2011).
Estas células progenitoras podem se diferenciar em células endoteliais e hepatdcitos,
auxiliando naregeneracdo do figado através da proliferacdo de hepatdcitos e da regulacéo
da angiogénese e do remodelamento vascular. Muitas dessas func¢Oes s@o ativadas por
mediadores inflamatdrios em resposta a danos hepaticos (Gressner; Gao, 2014).

Os resultados observados nos animais ndo mostraram alteracdes morfologicasno
intestino, apenas o padrdo normal com a mucosa, vilosidades, submucosa, células de
muco, enterocitos, tecido epitelial, tecido conjuntivo e a serosa.

A exposic¢do indireta dos animais aos pesticidas requer atencdo urgente medidas
concretas. As interligacbes entre a saude animal, ambiental e humana realcam a
importancia das estratégias globais para enfrentar os desafios colocados pelos pesticidase

garantir a sustentabilidade e a biodiversidade para as geracdes futuras.



7. CONCLUSAO

A exposicao do P. reticulata ao glifosato durante o desenvolvimento reprodutivo,
incluindo o desenvolvimento embrionario, causou efeitos morfoldgicos no rim da prole,
representados por degeneracdo tubular, necrose, presenca de material celulare aparente
formacéo de calculo renal no interior dos tabulos renais. Ndo foram observadas alteracfes

morfoldgicas nos outros orgdos, eles apresentaram padrdo normal a exposicao.

Portanto, entender e diminuir os efeitos da exposi¢do de animais aos agrotoxicos
é essencial ndo apenas para a conservacdo da biodiversidade, mas também para garantir
a sustentabilidade dos sistemas agricolas e a seguranca alimentar global. Estratégias de
manejo integrado e adogdo de préaticas agricolas sustentaveis sdo fundamentais para
reduzir os impactos negativos dos agrotoxicos no meio ambiente e na salude publica,

promovendo um equilibrio entre a producdo agricola e a preservacdo ambiental.
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