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Resumo

Os herbicidas a base de glifosato, como o Roundup’, sao amplamente empregados em todo o mundo.
Dados sobre a capacidade que esses compostos toxicos tém de interferir no DNA, causando mutagoes,
sao importantes para o monitoramento de populagdes naturais. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a mutagenicidade do Roundup por meio do teste de micronucleo em peixes (Astyanax altiparanae),
complementando-se com o teste para toxicidade de inibicao do crescimento radicular em Allium cepa.
Os peixes foram expostos a 5, 7,5 e 10 pl 1! por 24, 48, 72 e 96 horas; apds esse periodo uma amostra de
sangue foi retirada para analise de microntcleos nos eritrdcitos e aberragdes nucleares: lobed, notched
e blebbed. Os resultados obtidos, com os testes de microntcleos, mostraram que o Roundup nao apre-
sentou efeitos mutagénicos nos organismos testados (A. altiparanae), para as diferentes concentragoes
e tempos de exposi¢ao (P > 0,05). O teste de inibigdo do crescimento radicular, utilizando bulbos de
cebola expostos as mesmas concentragdes usadas nos peixes, forneceu importantes informagdes com-
plementares. Neste teste, o Roundup’ se mostrou tdxico na concentragao de 10 ul 1" (P = 0,003). Apesar
de o Roundup’ nao apresentar efeitos mutagénicos no presente estudo, nao foi possivel descartar seu
efeito toxico, pois, além da inibicao de crescimento radicular em cebola, se mostrou-se letal aos peixes
quando expostos a concentragdes maiores (20 ul I''). Estudos adicionais, principalmente utilizando
exposi¢des cronicas, sdo necessarios a fim de apurar com maior certeza os efeitos do Roundup” e do
glifosato no organismo de seres vivos expostos a estes.
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Avaliation of Roundup® mutagenic activity in Astyanax altiparanae (Chordata; Actinopterygii)
Abstract

The glyphosate-based herbicides such as Roundup’, are widely used around the world. Data on the ability
of these toxic compounds have to interfere in the DNA caused mutations are important for monitoring
natural populations. The aim of this study was to evaluate the mutagenicity of Roundup” by micronucleus
test in fish (Astyanax altiparanae), complementing with the toxicity test for inhibition of root growth in
Allium cepa. Fish were exposed to 5, 7.5 and 10 ul I'' for 24, 48, 72 and 96 hours; after which a blood
sample was taken for analysis of micronuclei in erythrocytes and nuclear aberrations: lobed, blebbed and
notched. The results obtained with the micronucleus test showed that Roundup’ is not mutagenic in the
organisms tested (A. altiparanae) for different concentrations and exposure times (P > 0.05). The test
of inhibition of root growth, using onion bulbs exposed to the same concentrations used in fish, provide
important additional information. In this test, Roundup” proved to be toxic at the concentration of 10 ul
I (P = 0.003). Although Roundup” does not have mutagenic effects in the present study, was impossible
to discard its toxic effect, because, in addition to inhibition of root growth in onion, it proved lethal to
fish when exposed to higher concentrations (20 ul I'). Further studies are needed, mainly using chronic
exposures, to investigate the real effect of the Roundup” and glyphosate in the body of organisms exposed
to these.
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1 INTRODUCAO

O surgimento da agricultura, ocorrido hd aproximadamente 10 mil anos (KRUGER, 2001), pos-
sibilitou o desenvolvimento das civilizagdes e marca o inicio de uma nova forma de dominio sobre o
ambiente e diferentes formas de alteragdes negativas sobre este. A pratica agricola tornou-se um sério
risco ambiental, a partir do momento em que os defensivos agricolas passaram a ser utilizados em gran-
de escala. Conforme Pinheiro (2006) e Londres

(2011), os agrotdxicos teriam surgido para serem utilizados como poderosas armas quimicas de
uso bélico destinadas a guerra. Posteriormente, os paises industrializados desenvolveram um mercado
para esses produtos.

O Roundup” é um conhecido herbicida a base de glifosato [N-(fosfonometil) glicina], pds-emer-
gente, sistémico e nao seletivo. Normalmente formulado com sal de isopropilamina de glifosato, e outros
ingredientes conhecidos como inertes ou aditivos, adicionados a formulagdo a fim de aumentar a efica-
cia do herbicida (GALLI; MONTEZUMA, 2005). Segundo a Anvisa (BRASIL, 2011), o Roundup’ esta
inserido na classificagdo toxicologica III - Medianamente toxico, e na classificagdo do potencial de peri-
culosidade ambiental categoria III - produto perigoso ao ambiente (BRASIL, 2011). O Roundup” induz
disfuncao do ciclo celular em razdo do sinergismo entre o glifosato e surfactantes da férmula comercial,
indicando participagao de outros componentes (FRANCABANDIERA et al., 2007).

Segundo Metcalfe (1989), a utiliza¢ao de respostas biologicas como indicadoras de degradagao

ambiental é vantajosa em relacao as medidas fisicas e quimicas da dgua, pois estas registram apenas o
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momento em que foram coletadas. Nesse contexto, a mutagenicidade é a capacidade que uma subs-
tancia quimica possui de induzir mutagdes genéticas, e que, sendo fixadas, poderdo ser transmitidas
durante a divisio celular (CARMELA; LINS; ALECIO, 2011).

O teste do micronucleo é o ensaio, in vivo, mais amplamente utilizado para a detecgdo de agen-
tes clastogénicos e aneugénicos (NETO et al., 2005), este possibilita a detecgdo de efeitos mutagénicos
provocados por varios agentes quimicos e fisicos, podendo ser utilizado para avaliagdo das condig¢oes
ambientais (FERREIRA; NEPOMUCENO, 2008). Além de ser considerado como um teste rapido,
simples e barato na detec¢do de mutagenicidade (SILVA; NEPOMUCENO, 2010). Micronucleos sao
corpusculos similares ao nucleo principal, formados por cromossomos ou partes destes que se encon-
tram dispersos no citoplasma por nao terem sido ligados ao fuso acromatico durante a divisao celu-
lar (SILVA; NEPOMUCENGO, 2010). A formagao de alteragdes morfoldgicas no envelope nuclear foi
descrita por Carrasco, Tilburg e Mayers (1990), que definiram as seguintes categorias de aberragdes
nucleares: lobed, notched e blebbed. Estas alteragdes também sdo relatadas em eritrocitos de peixes
como uma consequéncia da exposi¢ao desses animais a contaminantes quimicos téxicos, genotdxicos,
mutagénicos ou carcinogénicos no meio ambiente.

O teste de toxicidade subaguda com Allium cepa, também conhecido como inibi¢ao do cresci-
mento radicular, foi proposto por Fiskesjo (1993). Este teste indica a toxicidade da dgua e ¢ realizado
utilizando-se parametros morfologicos macroscépicos em cebola. Baseia-se no comprimento das rai-
zes do bulbo induzido ao crescimento em agua suplementada com o composto que se deseja avaliar.

Considerando a elevada atividade agricola com o uso de agrotéxicos na regido Oeste do Estado
de Santa Catarina, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos mutagénicos e toxicos do
herbicida Roundup’, por meio do teste de microntcleo pisceo na espécie Astyanax altiparanae, e testar

a toxicidade do herbicida em A. cepa mediante o do teste de inibicdo do crescimento radicular.

2 MATERIAIS E METODO

Os procedimentos metodolégicos foram realizados nos laboratérios de Zoologia e Biologia
Molecular da Universidade do Oeste de Santa Catarina, Campus de Sdo Miguel do Oeste.

O experimento foi dividido em grupos de 10 lambaris jovens e saudaveis da espécie A. altipa-
ranae, obtidos a partir de um criadouro comercial. Os animais foram mantidos em aquarios com ca-
pacidade de 20 litros, sendo a dgua aerada constantemente e substituida a cada dois dias para garantir
a manutencdo da qualidade e a constancia nas concentragdes testadas. Para os ensaios de mutagenici-
dade foram configurados quatro grupos amostrais, o controle negativo, e outras diferentes concentra-
¢oes do Roundup” diluido na agua, sendo estas: Grupo 1: 5 ul I''; Grupo 2: 7,5 ul I e grupo 3: 10 pl 1.
As concentragoes foram estipuladas baseadas em uma dose passivel de danos ao DNA, porém que nao
ocasionassem a morte precoce por intoxica¢do. Além disso, também se testou diferentes tempos de
exposi¢ao para cada concentragao. Os tempos de exposi¢ao ao composto foram: 24, 48, 72 e 96 horas
de exposi¢do ao agente quimico.

Transcorrida a exposi¢do dos organismos ao composto diluido na dgua, o sacrificio destes foi
realizado inserindo algodao embebido com éter no opérculo, para anestesia, e uma incisdo, com o au-

xilio de um bisturi, na regiao ventral. Extrairam-se amostras de sangue por pulsdo cardiaca, usando-se
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capilar de hematologia heparinizado, e foram realizados esfregagos sanguineos em laminas de vidro.
Apos 24 horas a lamina foi submetida a um banho com Metanol absoluto por cinco minutos para
fixagdo do material e entdo corada com Giemsa 5% por 15 minutos. Foram contados 1000 eritrdcitos
em microscopio optico comum, no aumento de 1.000X observando a presen¢a de micronucleos e
aberragdes nucleares.

Para o teste de inibi¢do do crescimento radicular foram utilizados bulbos de cebolas, de similar
tamanho, que apresentavam catéfilos externos brancos. Antes do inicio do teste, as raizes velhas foram
cortadas cuidadosamente evitando prejudicar a area radicular. Os bulbos, no niimero de cinco por
grupo, foram dispostos em recipientes com capacidade de 180 ml, neste, a area radicular das cebolas
permaneceu exposta as mesmas concentragdes testadas nos peixes (5, 7,5 e 10 pl 1), além do grupo
controle que nao entrou em contato com o agrotéxico. A dgua foi renovada a cada dois dias para ga-
rantir a manutengdo da concentra¢do desejada e para restaurar o montante perdido por evapotrans-
piragdo. O crescimento radicular das cebolas foi observado apds o sétimo dia de experimento, sendo
considerado o tamanho da maior raiz de cada bulbo.

Para andlise estatistica de variancia foi utilizado o teste paramétrico ANOVA, complementado

com o Teste T e um nivel de significancia de 5% (a = 0,05), utilizando-se o programa SPSS, versao 17.0.

3 RESULTADOS

Os resultados da analise dos eritrocitos dos peixes estdo dispostos na Tabela 1. Nesta sdo apre-
sentadas as frequéncias médias de micronucleos e aberragdes nucleares em 1.000 células analisadas,

nas diferentes concentragdes e tempos aos quais os exemplares de A. altiparanae foram expostos.

Tabela 1 — Dados médios de micronucleos e aberragdes nucleares encontradas em eritrocitos de peixes (4. altiparanae)
expostos ao Roundup® em diferentes concentragdes e tempos, sendo contados 1.000 eritrocitos por 1amina e
tendo 10 peixes por grupo amostral

Concentracio testa- Tempo de ex- Frequéncia Frequéncia mé- Frequéncia Frequéncia

da (ul1-1) posi¢io (h) média de lobed dia de notched média de ble- médiade
bbed MN
24 1,2 1,2 2,1 0,1
48 1 1 1,1 0,4
72 0,6 0,7 1,3 0,5
5 96 0,3 1,3 1,6 0
24 0,6 0,8 0,8 0
78 0 0,8 0,7 0
42 0,2 1,2 0,8 0,2
7,5 96 0,1 1,2 0,6 0,2
24 0,1 0,8 0,8 0,2
48 0 0,1 0,5 0,1
72 0,7 0,6 1 0,1
10 96 0 1,1 1 0,3
Controle Negativo 96 0,8 0,7 0,8 0

Nota: Diferengas nao significativas entre as concentragdes testadas e o controle negativo (P > 0,05).
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Nao houve diferenca significativa nos valores encontrados, independente da concentragdo ou
tempo de exposi¢ao, quando comparados ao controle negativo (P > 0,05). Porém, ao ser investigado o
efeito do aumento da concentragdo ao qual os peixes entraram em contato, constatou-se a mortalidade
de 75% dos animais quando expostos a 20 ul I-1, e em 25 pl I-1 ocorreu a morte de 100% dos peixes
em menos de 24 horas.

Da mesma forma, aplicaram-se nas cebolas as concentragdes as quais os peixes foram expos-
tos, para se avaliar a toxicidade. Os resultados do comprimento médio das raizes expostas ao agroto-
xico estdo disponiveis na Tabela 2.

Tabela 2 - Comprimento médio das raizes de A. cepa expostas ao Roundup® (con-

centragdes de 5, 7,5 e 10 ul 1-1), para andlise da inibi¢do do crescimento
radicular como teste de toxicidade

Concentragio testada (ul1-1) Comprimento médio da raiz (cm)
5 9,84
7,5 9,78
10 6,38
4,82

*Nota: Valor estatisticamente significante (P = 0,003).

Houve diferenca significativa no tamanho das raizes, em relagdo ao controle negativo, apenas

no grupo que entrou em contato com 10 pl 1-1 de Roundup® (P = 0,003).

4 DISCUSSAO

Entre os valores obtidos durante a analise de microntcleos e aberragdes nucleares, encontrou-
-se uma frequéncia extremamente baixa dessas modificagdes, ndo sendo possivel atribui-las a expo-
si¢ao ao herbicida. Nao houve diferenga significativa em nenhum dos valores relativos a aberragdes
celulares quando comparados ao controle negativo (P > 0,05), sugerindo que nas concentragdes e
tempos testados o agrotoxico foi incapaz de agir negativamente sobre o DNA, nao podendo ser consi-
derado mutagénico por meio desse experimento.

Quando a concentragao do agrotdxico foi aumentada, a fim de verificar os efeitos decorrentes,
constatou-se que leves aumentos acima das concentragdes previamente testadas ocasionavam a mor-
talidade dos individuos. Em concentragoes a partir de 25 pul I a morte de todos os peixes expostos foi
evidenciada, refor¢ando a ideia de que mesmo o Roundup nao sendo mutagénico é toxico, conside-
rando que a quantidade administrada foi extremamente reduzida e ocasionou a morte dos individuos.

No trabalho de Ramsdorf (2007), utilizando duas espécies de lambaris, uma delas sendo a mes-
ma do presente estudo, evidenciou a funcionalidade dos estudos de monitoramento com peixes, pois
a saude destes reflete a qualidade e a sustentabilidade dos ecossistemas, bem como dos individuos que
deles fazem uso. No estudo, a autora utilizou os biomarcadores de genotoxicidade para contaminagao
por agrotdxico: teste de micronucleo pisceo e ensaio cometa com células sanguineas, do figado e do
rim em Astyanax sp B e A. altiparanae. Ao utilizar a espécie A. altiparanae, nenhum dos biomarcado-

res detectou diferenca entre os grupos controle e contaminado. Esses resultados, como os do presente
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estudo, sugerem que A. altiparanae possa ser resistente ao agente xenobionte, ou o teste de micronu-
cleos ndo se mostra sensivel o suficiente para exposi¢cdes agudas a substancia teste.

Outros estudos também apresentaram resultados semelhantes. Ramsdorf et al (2009) testaram
a genotoxicidade de diferentes doses de chumbo inorgénico em trairas (Hoplias malabaricus), tendo
o teste de micronucleo e cometa como biomarcadores. No teste de microntcleo pisceo ndo houve
presenga de micronucleos, apenas alteragdes da morfologia nuclear e aberragdes cromossdmicas, po-
rém estas ndo mostraram diferengas significantivas entre grupo exposto e controle. Ja Ferraro (2009)
utilizou em seu estudo de biomonitoramento outras trés espécies de peixes: jundia (Rhamdia quelem),
lambari (A. bimaculatus) e carpa (Cyprinus carpio). Porém, o nimero de micronucleos encontra-
dos foi muito pequeno, sendo suas frequéncias estatisticamente iguais quando comparados grupos
controle e expostos, ndo importando a qual concentragdo do composto a espécie tenha sido exposta,
mesmo sendo analisadas 2.000 células em cada animal.

Estes mesmos trabalhos também utilizaram o teste cometa para analisar a genotoxicidade de
agentes xenobiontes. Em ambos os trabalhos este teste se mostrou mais sensivel que o teste de micro-
nucleo, sendo observadas diferengas significativas entre os grupos controle e expostos. Os resultados
obtidos por Ferraro (2009) indicaram que em bioensaio com exposi¢ao de 5 a 10, em uma concen-
tragdo de 1,58 mg I-1, o Roundup® nao foi capaz de induzir alteragdes nas frequéncias de eritrocitos
policromaticos em nenhuma das espécies analisadas. No entanto, quando analisada a exposi¢ao de 15
dias, duas espécies (R. quelen e A. bimaculatus) mostraram diferencgas estatisticas significativas (P <
0,05). Estes resultados evidenciam que mesmo a exposi¢do a pequenas concentragdes, quando relacio-
nadas com um tempo de a¢do mais prolongado, podem vir a acarretar algum tipo de dano.

Segundo Bolognesi e Hayashi (2011), a resposta dos peixes a agentes toxicos ¢ similar a dos
mamiferos, o que pode permitir a avaliagdo de substancias potencialmente perigosas aos humanos.
Porém, a pequena quantidade de DNA por célula e a baixa atividade mitdtica em muitas espécies de
peixes podem prejudicar andlises de danos cromossomais.

Apesar de a mutagenicidade ndo ter sido evidenciada nos testes anteriormente apresentados,
ndo é possivel afirmar que o Roundup® ndo provoque efeitos adversos aos organismos, pois se obser-
vou a toxicidade em A. cepa por meio do teste complementar de inibigdo de crescimento radicular,
sendo o principio do ensaio quanto maior a concentragdo do composto em contato com os bulbos,
menor a divisdo celular nas raizes. A partir da concentragdo de 10 pl I-1, as cebolas apresentaram
diferengas significativas no tamanho radicular, quando comparadas ao controle negativo (P = 0,003),
comprovando que até mesmo concentragdes, que ja sio demasiadamente reduzidas, podem vir a acar-
retar algum grau de toxicidade aos organismos. Resultados semelhantes foram relatados por Kriiger
(2009), nos quais, a autora observou inibi¢do no crescimento radicular de A. cepa entre concentragdes
de 1 a20 ull-1, comprovando o alto grau de toxidade do composto testado. Além disso, a autora ob-
servou um aumento significante no nimero de micronucleos nas células das raizes que estavam em
contato com o glifosato.

O teste de toxicidade usando A. cepa fornece importantes dados complementares em relagdo a
toxicidade do agrotdxico em estudo, mesmo que o herbicida nao tenha apresentado atividade muta-
génica. Esse ensaio ¢ bastante aplicado no monitoramento de aguas contaminadas, como de efluentes,
rios ou outras fontes (SCALON et al., 2008).
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Mesmo havendo diversos relatos da capacidade que os agrotéxicos, especificamente o glifosato,
tém em causar danos e alteragdes no material genético de animais, incluindo a espécie humana (PAZ-
-Y-MINO, 2007), no presente experimento ndo houve efetiva evidéncia de potencial mutagénico. As
concentragdes testadas foram demasiadamente baixas, na razdo de microlitros. Enquanto eritrécitos
micronucleados de érgaos hematopoiéticos refletem um dano genotéxico ocorrido durante o tempo
equivalente ao do ciclo celular, aqueles da circulagdo periférica refletem eventos que ocorreram em
um momento igual ao tempo de vida dos eritrécitos em circulagaio (RAMSDOREF et al., 2009). Por-
tanto, a aplicacao do teste de micronucleo a partir de amostras de sangue periférico é particularmente
indicada para condigdes de exposicdo cronica. Muitas vezes é necessaria uma prolongada exposigdo
a fim de acumular a substéncia toxica no organismo até uma concentragdo capaz de causar alteragoes
(BEDOR et al., 2009). O tempo maximo de exposi¢ao do presente trabalho foi de 96 horas (exposi¢ao
aguda), considerando o curto periodo de tempo, a visualizacao de um pequeno numero de células

micronucleadas pode ser justificada.

5 CONCLUSAO

No presente estudo, o Roundup nao apresentou potencial mutagénico em nenhuma das con-
centragOes testadas, ainda assim, o composto mostrou-se téxico mesmo em infimas quantidades.
Estudos complementares que utilizem testes de maior sensibilidade na detec¢ao de genotoxicidade,
como o teste de cometa, sdo importantes para que alteragdes iniciais no organismo sejam detectadas.

O teste de inibi¢ao do crescimento radicular em A. cepa mostrou-se de grande valia na contri-
buigdo de resultados adicionais em relagao a toxicidade do composto testado, pois em contato com o

composto na concentragdo de 10 pl 1"}, o agrotéxico apresentou relevante potencial toxico.
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