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AGROTOXICO NO CERRADO

Agrotoxico é, hoje em dia,
Parte do nosso menu

Nas aguas e nos alimentos
Seja cozidos ou crus

N&o escapa nem o vento
Deste perigo comum

O costume de fazer
Destruicdo sem pensar
Fez o homem deste tempo
Do veneno precisar

Pra se defender daqueles
Que nao tém onde habitar

O nosso organismo é feito
Pra fazer a digestao
Daquilo que ingerimos
Pra nossa alimentacao
Mas no caso de veneno

E s6 acumulacéo

Ele nao é digerido

No organismo animal

Todo veneno ingerido

Vai formando um capital

Que se transforma em doencas
Desequilibrio em geral

A agua, o Ar e 0 Solo

Que sdo nossos componentes
Por causa dos agrotoxicos
Hoje se encontram doentes

E os viventes da Terra

N&o podem estar diferentes

O homem traiu a Deus

Por irresponsabilidade

Pois Deus Ihe deu como heranca
Desde sua tenra idade

Toda terra e seus viventes
Confiou na lealdade

E 0 homem deu um susto
No seu proprio Criador
Feito sua semelhanca

O nosso pai nos criou

E nés por nossa vontade
Passamos a destruidor

Negamos nossa origem
Divina e maravilhosa
Criamos uma natureza
Egoista e vaidosa
Destruindo as leis divinais
E trocando pela nossa

Somos o0s Unicos propensos
A querer acumular

A matar pelo prazer

A mentir e enganar

A usufruir da terra

Sem. contudo, respeitar

Olhamos a natureza

N&o mais para conviver
Mas pra dominar, mudar
Transformar sem aprender
Para usar em nosso favor
Em vez de compreender

Isso fez com que 0 homem
Por causa da ambicéo
Fizesse Deus ficar triste

Pela sua ma acéo

Porque planta, bicho e homem
S&o de sua criagéo

Ficou pro homem cuidar
Das plantas e dos animais
Da agua, do chao, do ar

E de outras coisas mais
Mas detonou com a terra
Com gana e sede voraz

O homem, esse ser completo
Encontra-se em contradi¢éo
Entre o que realmente é

E sua outra opcdo

Onde se poe dividido

Em boa é ma acéo

Pra produzir alimento

O homem agora esta
Matando quem parece
Que possa lhe atrapalhar
Seja planta ou animal

Ou a terra que vai lavrar



No principio 0 homem usava
Pra combater os insetos
Plantas toxicas conhecidas
Por muito tempo deu certo
Depois outros interesses

Trouxeram o veneno para perto

A exemplo do Brasil

Foi tudo uma transacéo
De interesse econémico
Atendendo a ambicao
Que trouxeram pro Brasil
Essa nova educacéao

Ensinaram pro Brasil

Que para bem produzir
Tinha que usar veneno

E tinha que investir

Na industria de Agrotéxico
Pra melhor se garantir

Financiaram o Brasil

Para se envenenar
Emprestaram pro Brasil
Dinheiro para comprar
Veneno dos préprios credores
Como forma de explorar

Mandaram para o Brasil
Investir na plantacdo
De café, soja e cacau
Provocando a situacao
De monocultura pura
Trazendo devastacao

Cana-de-acucar e soja
Junto com capim pro gado
Trouxeram dano & natureza
Que pra se solucionado
Precisa que esse sistema
Venha a ser reformulado

Essa nova prética agricola
Padréo internacional
Desrespeito o saber

E trazendo extenséo rural
Provocou desequilibrio

Na estrutura em geral

Além de contribuir

Pra concentragdo de terra
Nas méos de poucas pessoas
Deus inicio a uma guerra
Levando o agricultor

A sobrevivéncia eterna

Porque quem vive na roga
Tem ali a profissédo
Mantém a familia perto
Dando a sua educacédo

E tem uma heranca antiga
De viver de plantacéo

Mas como o agricultor

Vai competir e ganhar?
Com a industria de alimento
Com maquinas pra trabalhar
Com veneno e com dinheiro
Para a terra explorar!

Seus instrumentos agricolas
Ja ficaram superados

O preco do seu produto

N&o paga o que deu de gasto
Seu suor ndo vale nada

Nem mesmo como empregado

E corre o agricultor

Pra cidade atras de emprego
Ele com sua familia

Perdem de vez o0 sossego
Vai viver no submundo

Do desespero e do medo

Olhando toda essa histéria
Nao da para acreditar
Mas, a extensao rural
Quero responsabilizar

Junto com maquinas e agrotoxico

Pelo quadro que esta

Também universidades
Governo e capitalismo

Com a ciéncia apoiando
Como apdia 0 consumismo
Se omitindo muitas vezes
Gerando danos gravissimos
Pois quando se faz uma cova
Para a semente plantar

E junto pde o venevo

N&o tem jeito de errar
Manda direto para boca

Do que vai se alimentar

Manda também para o ar
Que segue para o pulméo
Que faz caminho pelas veias
Atacando o coracédo

E se aloja nas células
Criando deformacéo



Manda também para a agua
Que embaixo da terra esta
Que no final vem num copo
Para a gente degustar

E cozinhar os alimentos
Que em comum vai-se usar

Quando envenena a terra
Pra salvar a plantacéo
Junto esta envenenando
A toda populagédo humana
e outras espécies

Sem ter consideracao

E mais, o lucro tirado

Nao paga ao que adoecer
Que muitas vezes séo pobres
Que mal tém o que comer
N&o podendo se tratar
Aumenta mais seu sofrer

Portanto, essa agricultura
Traicoeira e criminosa
Tem permissao pra matar
Da forma mais perigosa
Com alimentos e venenos
Em comidas saborosas

Quem lucra com essas coisas
Deveria imaginar

Um pai sofrendo com um filho
Sem ter como |he tratar

Pois mesmo tendo dinheiro
N&o tem jeito de sarar

Cancer e sistema nervoso
Sao os que afetam mais
Deformacdes, alergias
Nos homens e nos animais
Além de adoecer

Os sistemas naturais

E ao povo do cerrado

E todo seu morador

Que sdo na sua esséncia
Tradicdo de agricultor

Vamos acordando aos pouquinhos
Para a vida e com amor

Pela vida desse povo
Dessa fauna e dessa flora
Desse ar e dessa agua
Vamos cuidar sem demora
Para que o bioma Cerrado
Tenha conosco vitéria

SAMPAIQ, A. A. Conhecendo o Bioma Cerrado. 12 ed. Goiania-GO: Kelps, 2005. 53p.
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APRESENTACAO

O presente trabalho constitui parte da linha de pesquisa “Comportamento celular
frente a variacbes ambientais” e contém pesquisas multidisciplinares desenvolvidas no
Instituto de Ciéncias Biologicas e Instituto de Matematica e Estatistica da Universidade
Federal de Goias, no periodo de 2007 a 2009. Este estudo propde a analise dos
parametros estatisticos aplicados a aspectos morfolégicos de células de peixes que serdo
expostos ao herbicida de largo uso, o Roufidupendo, também enfatizada a
problematica da contaminacdo ambiental, proveniente ao uso indiscriminado dos
agrotoxicos em todo o mundo e por fim os prejuizos causados a fauna.

Para tal pesquisa foi utilizado o peiReecilia vivipara (guaru) como sistema
modelo para investigar o comportamento animal e celular das branquias e do figado,
apos contaminacéo da agua com o herbicida descrito anteriormente.

ApoOs a analise dos dados obtidos, foi feito um estudo em relacdo ao efeito do
herbicida testado, sobre o peife vivipara, através da morfometria. Esta analise
estatistica vem a enriquecer e até mesmo confirmar os resultados obtidos através do
estudo da morfologia nas células das branquias e do figado do peixe P. vivipara.

Os resultados apresentados mediante tal estudo visam gerar informacdes a serem
utilizadas em novas analises comportamentais, ou até mesmo na preservacdo do
ambiente e consequentemente na melhora na qualidade de vida. Enfim proporcionando
um melhor conhecimento sobre a contaminacdo ambiental, referente as possiveis
consequéncias do uso inadequado do herbicida e seus efeitos sobre dqPguaru

vivipara).



RESUMO

O uso desordenado e indiscriminado de agrotéxicos, que acabam por contaminar o solo,
a 4gua e o homem, é uma problematica atual que suscita grandes preocupacdes. Os
efeitos da toxicidade aguda do herbicida Roundup® sobre o comportamento animal,
tecidual e celular das branquias e do figado do gedeeilia vivipara foram estudados

para determinagdo e comparagdo de sua histoarquitetura, bem como para identificacao
de possiveis alteracdes morfolégicas. As concentracdes letais médias de Roundup®
foram calculadas e, em seguida, os espécimes foram tratados com este herbicida em
exposicdo aguda (24 h) nas concentracdes de 0, 15, 25 e 35 pul por litro de agua. As
branquias e os figados foram dissecados, fixados em formalina neutra e em solugéo de
Karnovsky. As analises, feitas por meio de histologia basica, histoquimica classica e
morfometria, permitiram a identificagcdo de alteragcbes nos espécimes tratados quando
comparados ao grupo controle. As alteragcdes comportamentais, celulares e teciduais
evidenciadas neste estudo confirmaram o efeito téxico do Rotmmrp o modelo-

teste. Sendo assim, deve-se buscar o equilibrio entre os beneficios da utilizacdo desses

produtos quimicos e a protecdo do meio ambiente e & satde humana.

Palavras-chave: hepatdcitos, células mucosas, aneurisma, vacuolizac¢ao, glifosato.



ABSTRACT

The indiscriminate use of agricultural pesticidebjah contaminate the soil, water, and
human beings, has become a problem that causes great concern nowadays. We studied
the acute toxic effect of the herbicide Roundup® on animal behavior, tissue, and cells of
the neotropical fish specid¥ecilia viviparagills and liver in order to determine and
compare their histoarchitecture, as well as to identify possible morphological
alterations. The average lethal concentrations of Roundup® were calculated and, after
that, the specimens were treated with acute exposure of this herbicide (24 h) at the
concentrations of 0, 15, 25, and 35 ul per liter of water. The gills and livers were
dissected, fixed in neuter formalin and Karnovsky’s solution. The analyses, carried out
using basic histological, classical histochemical, and morphometric tests, allowed the
identification of alterations in the specimens treated compared to the control group. The
alterations in animal behavior, tissue, and cells evidenced in this study confirmed the
toxic effect of Roundup on the model-test. Consequently, it is advisable to find a
balance between the benefits of this type of product and the protection of the

environment and human health.

Key words: hepatocytes, mucous cells, aneurysm, vacuolization, glyphosate.
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INTRODUCAO GERAL

O crescimento da demanda por alimento que acompanhou a explosao
demografica resultou em recursos agricolas inadequados com 0 uso intensivo e
impréprio do solo, resultando forte degradacdo nos ecossistemas. Esses recursos sao
mais comuns em culturas intensivas de agrotoxicos que visam corrigir as irregularidades
do solo e prevenir ou eliminar as pragas que prejudicam a produtividade (Veiga, 2007).
Dessa forma, varias moléculas novas surgiram, com caracteristicas fisico-quimicas
peculiares que garantem funcodes diferentes (Armas et al. 2005).

A utilizacdo dos agrotoxicos é uma das praticas mais utilizadas pelos produtores
rurais, entretanto, muitas das vezes esse uso é feito de forma indiscriminada, sem o
conhecimento das verdadeiras necessidades do solo e das plantas. Dessa forma, deve-se
buscar o equilibrio entre os beneficios da utilizacdo desses produtos quimicos com a
protecdo do meio ambiente e a saude humana (Veiga, 2007). Contudo, os impactos
ambientais provocados pelo uso dos agrotéxicos podem ocorrer segundo a capacidade
de permanéncia dos mesmos por mais tempo que 0 necessario para executarem sua
verdadeira acgdo, atingindo o ecossistema como um todo através da contaminagdo dos
solos, cursos d"agua, atmosfera e alimentos.

No ambiente, os residuos de agrotoxicos podem ser perigosos para todos os
ecossistemadentre os variados tipos de ecossistemas, 0 meio aquatico destaca-se
como um ambiente extremamente suscetivel a diversos contaminantes. Os sistemas
aquéticos superficiais e subterrdneos tem sido grandes alvos de contaminagdo por
agrotoxicos e tem gerado grandes preocupacdes, principalmente quando a agua € usada
para consumo humano. Em varias partes do mundo, alguns estudos evidenciaram que o

namero de casos, ou seja, a porcentagem do uso de compostos utilizados na agricultura



gue atingem o meio aquatico é geralmente baixa. Embora, agrotoxicos que tenham uma
grande persisténcia e mobilidade no ambiente tém sido encontrados em Aaguas
superficiais e subterraneas (Dores & Lamonica-Freire, 2001). Neste sentido, observa-se
que o efeito cumulativo destas substancias causa reagbes nocivas dentro da cadeia
alimentar, da teia alimentar e acaba por envolver 0s ecossistemas e as vezes 0s biomas
em questao nesta complexa rede de impacto ambiental.

As respostas a contaminacéo aquatica podem diferir dentre os individuos de uma
mesma populacdo, e entre espécies e niveis troficos distintos. Existem determinados
parametros, metodologias e marcadores que asseguram uma avaliagcdo consistente do
efeito de substancias a certos organismos e 0s peixes tém papel fundamental neste tipo
de estudo (Vigario, 2005).

O uso de peixes como modelo bioldégico em pesquisas, tem aumentado desde a
década de 60, comparando-se a outros vertebrados. Por apresentarem grande
diversidade de espécies e habitarem regifes distintas, em ecossistemas com diferentes
condi¢cdes bidticas e abioticas, constituirem fonte de matéria experimental bastante
utilizada em diferentes ramos das atividades de pesquisa biol6gica, em especial nos
estudos de ecotoxicologia (Dennis, 1989, Bolis et al. 2001).

Um exemplo é dPoecilia vivipara, peixe eurialino conhecido pelo nome vulgar
de guaru, pertencente a ordem Cyprinodontiformes, familia Poeciliildke é
encontrado tanto em agua doce como em agua salgada, e possui uma larga distribuicao
geogréfica, sendo amplamente utilizado em pesquisas relacionadas a comportamentos
celulares frente a variacdes ambientais, tais como estudos relacionados a impactos
ambientais quando expostos as variagdes ambientais, tais como, impactos causados por
fluoreto de sddio (Breseghelo et al. 2004) e por poluentes quimicos acumulativos, como

acetato de chumbo (Araujo et al. 2001). Eles séo teledsteos cosmopolitas do continente



americano, viviparos e adaptaveis ao cativeiro, onde se reproduzem com facilidade. E
um espécime neotropical, de baixo custo de manutencdo, facil manipulacdo, pequeno
porte e que vém sendo estudado em diversos aspectos.

Segundo Winkaler et §2001) os peixes respondem ao estresse provocado pelos
poluentes de diversas formas, seja em niveis de alteragbes na organizagdo biologica,
fisiologicas, morfologica, ou até mesmo no seu crescimento e no processo reprodutivo.
Assim, as respostas provenientes deste estado de estresse, podem ser utilizadas para
identificar sinais iniciais de danos aos peixes, chamadas de biomarcadores, sendo
excelentes ferramentas para monitorar a qualidade do meio aquatico. Nesse sentido, o
estudo da morfofisiologia de alguns érgaos-alvo é utilizado como bioindicadores de
poluicdo nos ambientes aquaticos, devido as evidentes respostas celulares dos peixes
frente ao efeito dos agentes poluentes.

Dentre esses 6rgdos, as branquias sao os primeiros 6rgaos a serem afetados por
contaminantes, ou seja, pontos de contato direto do peixe com a agua. Apresentam uma
ampla area de superficie epitelial, que faz deste o mais conhecido 6rgao-alvo dos peixes
e o principal local de reagdo com poluentes ambientais. As branquias sdo essenciais a
respiragdo, osmorregulacdo e equilibrio ibnico dos peixes e excrecdo de compostos
nitrogenados. No epitélio branquial se localizam as células do cloro responsaveis pelo
balanco idnico entre a agua e o plasma sanguineo e também as células secretoras de
muco (células mucosas), o qual tem importante papel de protecdo contra patdégenos e
substancias téxicas, além de outras func¢des (Araujo et al. 2001).

Além das branquias, o figado dos peixes caractesgzzpmo Orgao-alvo, e tem
importante atuacdo no controle de varias fungdes vitais, sendo também o6rgdo de
atividade metabodlica muito intensa. Assim, apresenta-se muito sensivel a contaminantes

ambientais, pois muitos desses se acumulam no tecido hepatico, podendo ser



considerado bom indicador de saude para o peixe (Vigario, 2005).

Existem muitas contradicdes em relagdo aos efeitos toxicos dos agrotoxicos em
relacdo aos seres bidticos e aos abidticos presentes no ambiente e ao ser humano. Isso
justifica a necessidade de se aumentar as pesquisas sobre monitoramento de residuos
presentes no ambiente e seus efeitos sobre o ambiente e em especial aqueles
relacionados a salude humana (Dores & Lamonica-Freire, 2001). Dessa forma, a
ecotoxicologia, que é o estudo dos efeitos adversos de agentes quimicos, ou fisicos no
ecossistema, tem buscado e necessita de mais estudos sobre os efeitos de contaminantes

nos mais diversos organismos, sendo terrestres ou de vida aquética.
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OBJETIVOS

Gerais:

Verificar as alteracdes provocadas pelo Roufidemn células branquiais
(mucosas) e hepéaticas do peixe Poecilia vivipara;
Avaliar a presenca ou auséncia de toxicidade do produto-teste no sistema -

modelo.

Especificos:

Determinar a CL-50 do Roundlppara peixes de pequeno porte, guarus
(Poecilia vivipara);

Usar diferentes situagbes de contaminagbes em quatro (4) concentracfes
distintas com o herbicida para especificar os niveis de toxicidade aguda;

Verificar os aspectos comportamentais dos animais em estudo;

Observar as consequéncias em relacdo a estrutura celular na exposicdo aguda
sobre as células branquiais e hepaticas do peixe Poecilia vivipara,

Analisar a morfologia geral das células dos 6rgaos em estudo, comparando-as,
na presenca e auséncia do herbicida;

Avaliar as alteracées celulares do pepaecilia vivipara exposto ao Roundup

e a partir dai fazer um estudo comparativo dos dados observados;

Aplicar métodos estatisticos (morfometria) apropriados para analise dos

resultados obtidos nos experimentos.

A acdo do herbicida Round®ipN-(fosfonometil) glicina sobre as células

branquiais e hepaticas do peReecilia vivipara serdo estudadas utilizando-se técnica

de microscopia fotdnica para determinacdo da histoarquitetura das mesmas e

comparadas para identificar possiveis alteragcdes morfologicas. Sera diagnosticado a

concentracdo letal em nivel agudo da substancia teste e em seguida um estudo

(morfolégico, histoquimico e morfométrico) dos efeitos provocados pela exposicao ao

Rounduff em células branquiais e hepéticas do peBeaetilia vivipara”.



Estes estudos foram organizados no formato de artigo, seguindo as normas das
RevistasEcotoxicology and Environmental SafetyBrazilian Journal of Veterinary
Research e Brazilian Journal of Animal Health and Production sendo as instrugdes

presentes em anexo.
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Resumo

Este estudo investigou os efeitos do herbicida Rothdjlifpsato N-(fosfonometil)

glicina sobre o figado do pebRoecilia vivipara(guaru), através de exposi¢cdo aguda

por 24 horas, testando concentragfes variadas: 0, 15, 25 e 35ul/L. No figado foram
feitas andlises histologica e histoquimica. Realizaram-se técnicas de coloragfes: HE,
Azul de Toluidina e reac¢des histoquimicas: Periodic Acid Schiff (PAS), PAS + Amilase
salivar e Feulgen. A CL50 do herbicida para os guarus foi de 26,61ul/L. Hepatdcitos
dos grupos de 15 e 25pl/L possuiam vacuolizacdo, os do grupo 35ul/L, tinham
vacuolizacdo, grande deterioracao celular, intensa vasodilatagéo, indicando alto grau de
necrose tecidual. Convertendo-se para unidades compativeis, observou-se que em
35ul/L, 80% dos peixes morreram, 0 que corresponde a 12,6 ug/L de glifosato, valor
muito aquém do permitido pela legislacdo ambiental atual que admite o uso de até

65ug/L de glifosato.

Palavras-chavePoecilia vivipara, Rounddf glifosato, concentracéo letal média,

vacuolizacdo, vasodilatacdo, necrose, hepatdécitos, peixes, histoquimica.
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Abstract

This study investigates the effects of Rouritigpyphosate N-(fosfonomethyl) glycine
herbicide on the liver of the fidhoecilia vivipara(guppy), through severe exposure for
twenty-four hours testing the following concentrations: 0, 15, 25 e 35 pl/L. Histological
and histochemical analyses were performed on the liver as well as the staining
technigues HE, Toluidinklue, and the histochemical reactions: PeriodiddARchiff
(PAS), PAS + salivary amylase and Feulgen. The herbicide LC50 for the guppies was
26,61 pl/L. Hepatocytes in the 15 and 25ul/L group presented vacuolization, while the
hepatocytes in the 35ul/L group presented vacuolization, extensive cellular
deterioration and intense vasodilation, indicating a high level of tissue necrosis. On
conversion to compatible units, the 35ul/L concentration, 80% of the fish perished
which is equivalent to 12,6 pg/L of glyphosate, a concentration much lower than that
permitted by the current environmental legislation which allows up to 65ug/L of

glyphosate.

Key words: Poecilia vivipara, Roundup glyphosate, average lethal concentration,

vacuolization, vasodilation, necrosis, hepatocytes, fish, histochemistry
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1. INTRODUCAO

Desde que o homem deixou a vida ndmade, iniciou entdo o habito de cultivar,
com intuito de produzir, armazenar os alimentos para dali retirar seu sustento e o de sua
familia e de evitar as surpresas que a natureza poderia Ihe causar, quando esta por algum
motivo ou outro nado Ihe fornecesse a caca e a pesca (Soares & Porto, 2007).

Essa busca constante por mais alimentos foi 0 que tornou a agricultura uma
atividade “desbravadora”, tendo como consequéncia a derrubada de florestas e a
degradacéo de variados biomas. Os ambientes foram entdo modificados, a fim de ceder
lugar & insaciavel producdo de alimentos, sem que fosse dada nenhuma orientacdo
conservacionista para preservacdo destes ecossistemas, que estavam e que ainda estao
em franco processo de devastacéo (Barbosa & Nascimento, 1994).

Devido a essa exploracdo desordenada para formacédo de espacos agricultaveis,
nas ultimas décadas, tanto o solo quanto os recursos hidricos foram degradados, com
propésito de aumentar a produtividade agricola. Em resposta a isso, ndo demoraram a
surgir as consegiéncias, tais como: a baixa fertilidade do solo e o aparecimento de
agentes nocivos as plantas, resultado de um desequilibrio ecolégico fomentado pelo
préprio homem (Silveira et al. 2001).

Dessa forma, algumas pesquisas, identificaram a necessidade de técnicas de
cultivo que considerasse 0s impactos ambientais causados por essas plantagdes, entre as
quais se enquadra o sistema do plantio direto (PD) — préatica que causa menor desgaste
do solo, reduzindo, assim, os efeitos nocivos do processo de erosdo dos solos e
sedimentacdo dos recursos hidricos. Nessa técnica, 0 meio ambiente sofreria um menor
grau de agressao, pois a palhada que permanece no solo apds o processo de dessecacao

auxilia na prevencdo dos processos erosivos, além de ser fonte de nutrientes,

14



aumentando a microbiota do solo (Stone & Moreira, 2000; Silveira et al. 2001; Jacques,
2003). Embora em PD, o controle de pragas, doencgas e ervas daninhas seja feito
geralmente com agrotoxicos, confirmando o maior consumo desses, quando comparada
com 0s metodos mais rudimentares.

A utilizacdo dos agrotoxicos e sua aplicacdo pela comunidade rural e urbana
tornaram-se um fator preocupante, pois nem sempre 0s usuarios dos defensivos
agricolas fazem seu preparo e seu uso do modo correto, como € descrito nas
especificagdes do produto. Estes produtos s&o geralmente conhecidos como
micropoluentes, formados por variedade de substancias quimicas e possuem acao
biocida, ou seja, foram criados para matar, exterminar e combater as pragas do meio
agricola (Veiga, 2007).

Os impactos ambientais provocados pelo uso dos agrotdéxicos podem ocorrer
segundo a capacidade de permanéncia dos mesmos por mais tempo que 0 necessario
para executarem sua verdadeira agéo, atingindo o ecossistema como um todo atraves da
contaminacgdo dos solos, cursos d"agua, atmosfera e alimentos (Ruegg, 1987). Tudo isto
pode trazer consequéncias danosas e até irreversiveis ndo s6 a quem manipula tais
produtos, como também ao meio ambiente, onde esses agrotoxicos podem ser
eliminados.

Os herbicidas séo os tipos mais utilizados, pois sado largamente empregados em
culturas agricolas, terrenos florestais, jardins e campos. Sao muitas vezes, aplicados em
ambientes |énticos como lagos para controlar o crescimento exagerado de algas, plantas
submersas, flutuantes ou emergentes (Spadotto, 1996; Aguiar et al. 2001; Amarante et
al. 2002; Tsui & Chu, 2003).

Dentre os varios tipos de herbicidas, destacam-se aqueles considerados nao-

seletivos. O Roundihglifosato N-(fosfonometil) glicina é classificado como herbicida
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nao-seletivo, sistémico e pos-emergente e € citado como o mais vendido em todo o
mundo, em diferentes formulac¢des, produzido por distintas industrias de agrotoxicos
(Amarante et al. 2002). O Roundypentre outros herbicidas, foi formulado para ser
toxico e biocida, isto €, para eliminar algumas espécies, de seres vivos, cuja acdo é
danosa aos interesses de lucro dos seres humanos. Por isso, tem sido comum o uso de
modelos biolégicos em biomonitoracdo ambiental, a fim de identificar se houve ou néo
contaminagao dos ecossistemas por herbicidas.

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo e dentre os grupos de
vertebrados mais representados, 0s peixes ocupam o 1° lugar. A utilizacdo de peixes
como modelo biolégico em pesquisas tem aumentado desde a década de 60,
comparando-se a outros vertebrados. Por apresentarem grande diversidade de espécies e
habitarem regides distintas, em ecossistemas com diferentes condicbes bibticas e
abidticas, constituirem fonte de matéria experimental bastante utilizada em diferentes
ramos das atividades de pesquisa biolégica (Bolis et al. 2001).

Segundo Winkaler et al (2001) os peixes respondem ao estresse provocado pelos
poluentes de diversas formas, seja em niveis de alteragbes na organizagdo biologica,
fisiologica, morfologica, ou até mesmo no seu crescimento e no processo reprodutivo.
Assim as repostas provenientes deste estado de estresse, podem ser utilizadas para
identificar sinais iniciais de danos aos peixes, chamados de biomarcadores, sendo
excelentes ferramentas para monitorar a qualidade do meio aquatico.

Os testes de toxicidade em organismos aquaticos vém sendo utilizados como
ferramenta eficaz para avaliagao, predicdo ou deteccao dos efeitos dos poluentes sobre
0s organismos vivos. O modelo teste utilizado neste eBtoegilia vivipara (Blochii &

Schneider, 1801) € um peixe teledsteo, caracterizado como eurialino e possui moderada
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sensibilidade as alteragdes ambientais. E um espécime neotropical com fecundagio
interna e apresenta dimorfismo sexual (Sabdia-Morais et al. 1999).

O figado dos peixes e de outros vertebrados tem importante atuacdo no controle
de vérias funcdes vitais como: armazenamento e biotransformag¢éo das substancias
obtidas pela corrente sanguinea, sendo também um érgado de atividade metabdlica muito
intensa. Assim, apresenta-se muito sensivel a contaminantes ambientais, pois muitos
destes se acumulam no tecido hepético, podendo este 6rgao ser considerado um bom
indicador de saude para o peixe (Au, 2004).

Neste sentido, esse estudo visa determinar a concentracao letal média (CL50) do
herbicida Roundup no Poecilia vivipara, om o intuito de identificar as possiveis
alteracbes no comportamento tecidual e celular e avaliar as eventuais modificagbes
morfologicas. Para isso, foi descrito o detalhamento da histoarquitetura do figado, com
particular enfoque na disposicéo geral do tecido hepético para permitir uma avaliacdo

morfofuncional entre as células que compdem este érgao.

2.MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta do material e manuteng&o dos animais ecativeiro.

Os modelos testes utilizados no experimento foram adquiridos na Piscicultura da
Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Goias (UFG) — Campus I
(16° 35’ 37"S e 4916’ 50” W). Os espécimes foram submetidos a aclimatacédo por 72
horas em aquarios de 40 litros com oxigenagdo, temperatura, amonia e pH controlados,
com ciclo de 12 horas claro / 12 horas escuro e alimentados uma vez ao dia com ragéo

Alcon Gupiies (Alcon Basic Ltda, Santa Catarina, Brasil).
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2.2. Produto quimico (produto teste)

O herbicida Roundib(CsHgNOsP) utilizado no experimento é fabricado pela
Monsanto do Brasil S/A e registrado no Ministério da Agricultura e do Abastecimento
sob 0 n° 898793. Neste trabalho, utilizou-se uma solucdo aquosa concentrada composta
por sal de isopropilaminada N-(fosfonometil) glicina, numa concentragédo de 480g/L.
Sendo que 360g/L é o equivalente em glifosato, de classe toxicologica IV, ou seja, este

agroquimico é considerado pouco toxico.

2.3. Célculo da Concentracéo letal média (CL50) do Round(p

Os testes de toxicidade iniciaram-se com a mensuracao da concentracdo letal
média (CL50, 96h) do RoundtipEsse valor foi determinado pelo programa estatistico
Spearman Karber-Programa (USA EPA). Para tanto, os espécimes coletados
aleatoriamente do tanque de manutencdo foram divididos em cinco (5) grupos
experimentais contendo seis fixes adultos cada, perfazendo um total de 30 peixes.
Os aquarios continham quatro (4) litros de &agua declorinada com diferentes
concentracdes do herbicida (0, 15, 25, 35 e 45ul/L por litro d’agua), durante um periodo

total de 96 horas.

2.4. Exposicdo aguda do Roundipe processamento do material bioldgico.

Apos o célculo da CL50 (96h), realizou-se a exposi¢cdo aguda de 20 peixes por
24 horas nas concentracdes 0, 15, 25, e 35pl/L do herbicida RGuymtujiro de 4gua.
Para obtencé&o dos tecidos, os animais foram sacrificados por decapitacdo, em seguida o
figado foi dissecado para andlise morfolégica e histoquimica. Os materiais bioldgicos
submetidos a fixacdo por imersdo em formalina neutra a 1% e Karnovsky foram

processados para inclusdo em paraplast e historesina, respectivamente. Parte das
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amostras inclusa em paraplast foi seccionada com trés (3) um de espessura, e
posteriormente os cortes corados com hematoxilina e eosina (HE). A segunda parcela,
apos a inclusdo em historesina e secgdo com 1 um de espessura, foi corada com Azul de
Toluidina pH 8,5 (AT). Para as andlises histoquimicas utilizaram-se as reacfes de
Periodic Acid Schiff (PAS) e PAS + Amilase salivar (PAS + AM) para detecgcao de
glicoproteinas neutras ou glicogénio, e a reacdo de Feulgen (F) para identificagdo de
DNA. As laminas de todos os procedimentos histoldgicos e histoquimicos foram

analisadas e fotografadas no fotomicroscopio (Olympus-CH 30).

3. RESULTADOS

3.1. Concentragéo letal média (CL50)

Estimou-se que a CL50 foi de 26,61pl de Roufidhgr litro de 4gua, em peixes
expostos por 96 horas (Tabela 1).

Foi mensurado o indice de mortalidade dos peixes expostos em 24 horas
(exposi¢cdo aguda). Os animais dos grupos controle, 15 e 25ul/L apresentaram apos o
experimento 0% de mortalidade, embora para o Ultimo grupo os peixes encontravam-se
extremamente alterados. E no tratamento de 35ul/L houve 80% de mortes dos

individuos.

3.2. Alteragdes teciduais e celulares

Grupo controle: Os hepatécitos apresentaram-se distribuidos em cordfes hepaticos
regulares a partir da veia central de forma homogénea, com presenca de sinusoides,
hemacias nucleadas, citoplasma basoéfilo, ndcleo com cromatina descondensada e

nucléolo evidente (Fig. 1).
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Grupos tratados: apresentaram alteragdes celulares (Figs. 2 — 8) acentuadas conforme o
aumento das concentracfes experimentais, confirmando o alto potencial toxico do
herbicida Roundup(Quadro 1).

Diante das reacdes observadas no 6Orgdo estudado podem-se classificar as
respostas celulares e teciduais como de Classe | quando houve modificagdes suaves que
marcavam uma resposta celular e tecidual mais ténue, € o caso observado na exposi¢ao
a concentracdo 15 pl/L. Classe Il quando as alteracbes celulares e teciduais ja
caracterizavam uma acéo toxica mais intensa, com comprometimento parcial de certas
regides celulares e teciduais o que foi observado em figados de animais expostos a 25 e
35 pl/L e, por fim aqueles de Classe Ill, nos quais a severidade dos casos torna
irreversiveis os danos celulares e teciduais e neste caso 0s animais vao a 6bito como na

concentracao de 35 pl/L.

3.3 Andlise histoquimica

As células do figado dos grupos controle e 15 pl/L apresentaram reatividade
positiva e uniforme ao PAS. Os hepatécitos do grupo 25 pl/L tinham citoplasma menos
homogéneo e as reacdes positivas foram esparsas, uma vez que as células estavam
muito vacuolizadas. Foram observadas regibes sem a marcacdo especifica e com
formacgao de espacos intracelulares que se acentuaram no grupo de 35 pl/L.

Para todos os grupos foi notada uma reagdo negativa ao PAS com amilase
salivar, confirmando a presenca de glicogénio no citoplasma dos hepatdcitos.

A reacdo de Feulgen usada para identificagdo de material genético (DNA)
indicou positividade, apenas no grupo 35 ul/L, com a presencga de micronucleo evidente

ao longo do tecido hepatico.
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4. DISCUSSAO

O uso do peixePoecilia vivipara, para o presente estudo, é justificado, por
apresentar moderada sensibilidade, ter alta taxa de fecundidade e reproducéo, ser nativo,
de pequeno porte e facil manutencdo nos aquarios experimentais em pequenos espagos.
Tais caracteristicas permitem ampliar o espectro de informagfes importantes sobre o
efeito do Roundup no peixe, onde foram observadas respostas morfolégicas
satisfatérias nos ensaios toxicolégicos.

A concentracédo letal média (CL50, 96h) € um dado preliminar que oferece uma
avaliacdo acerca da toxicidade de um agrotéxico aos peixes e outros organismos. A
CL50 (96h) do herbicida Roundtipara o peixePoecilia vivipara, calculada neste
trabalho, foi de 26,61 pl/L que corresponde a 9,5ug/L, concentragédo capaz de levar os
peixes a morte. Para o CONAMA (Resolucdo n® 357, 2005) a concentragdo maxima
permitida de glifosato em corpos d’'agua é de 65ug/L. Observa-se entdo, que o valor de
CL50 encontrado para o espécime testado neste trabalho € muito aquém do permitido
pela legislacdo ambiental atual. No entanto sabe-se que ndo € liberado nos corpos
d’agua e na lavoura o glifosatonatura e sim associado ao agroquimico como um todo
que é o Rounddh o qual além do glifosato possui em sua formulagéo o surfactante,
para o qual estudos de Cox, (1998) relatam ser muito mais téxico que o préprio
glifosato. Contudo, os dados laboratoriais apresentados buscaram avaliar como este
composto que é largamente utilizado na agricultura brasileira e mundial, poderia atuar
em tecidos e células de animais aquaticos, se ele atingisse mananciais proximos de
lavouras.

Conforme as informagées contidas no rétulo do produto, o Rofinthip

caracterizado como de classe toxicolégica IV, ou seja, pouco toxico para os mamiferos,
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embora seja descrito numa classificacdo ambiental 1ll, sendo considerado produto
perigoso ao meio ambiente. Assim os resultados encontrados neste estudo indicam a alta
toxicidade do mesmo para o modelo-teste (guaru). Com o intuito de se averiguar e
comparar as alteracdes promovidas pelo Rouhdwgs hepatécitos foi de suma
importancia o conhecimento da morfofisiologia deste 6rgao.

No figado dos animais do grupo controle, ou seja, ndo exposto ao RBundup
averiguou-se 0 aspecto regular dos hepatécitos, confirmando o seu padrdo de
normalidade descrito também para diversas espécies tais Elmplas malabaricus
(Lemes & Braccini, 2004)H. lacerdae (Cruz et al. 2005)Oreochromis niloticus
(Vicentini et al. 2005) @ligosarcus jenynsi{Petcoff et al. 2006). Nestes o figado é
caracterizado por dividir-se em lobulos irregulares, com os hepatécitos apresentando
formas hexagonais e segundo Rocha et al (1997), diferenciando-se entre espécies de
acordo com a idade, 0 sexo, a nutricao e 0s aspectos sazonais.

Para os espécimes adultos usados neste trabalho, a distribuicdo tipica dos
hepatdcitos observada no grupo nado tratado com o herbicida é descrita com uma
organizacdo cordonal ao redor dos sinusdides que se irradia de uma veia central. Estes
dados estdo em consonancia com os descritos por Petcoff et al (2006) para a espécie
Oligosarcus jenynsii Essas caracteristicas morfolégicas do figado do guaru séo
indicativas do estado de bem estar do peixe nas condi¢des de laboratério.

Os hepatécitos dos guarus se apresentavam homogéoneo<itoplasma rico
em lipideos e glicogénio, e com grande nucleo esférico, central ou sub-central, contendo
cromatina frouxa e nucléolo evidente. Por vezes, observou-se mais de um nucléolo por
nacleo e hepatocitos binucleados, tal como foi descrito@andoticuspor Figueiredo
— Fernandes et al (2007). O comportamento das células supracitadas que constituem a

estrutura hepética do guaru foi analisado quando os animais foram expostos a
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concentracdes de RoundugPor isso, estudos que identifiguem as reacdes teciduais e
celulares frente a agentes agressores podem ser utilizados como parametro para
identificacdo e controle de qualidade do meio ambiente.

Os estudos e as analises realizados neste trabalho sugerem uma relagéo
positiva entre a exposicdo do peiReecilia vivipara ao herbicida Roundipe a
ocorréncia de alteracdes histopatolégicas no figado deste animal. Os dados expostos por
Szarek et al (2000), confirmam também que apOs exposic&ypinus carpio ao
Rounduf, puderam verificar alteracdes histopatolégicas no figado. Portanto, o
Rounduf seria o agente interveniente das respostas celulares e teciduais adversas
verificadas em diferentes espécies.

O figado de peixes, como de outros animais, ap@send funcdo impar, pois é
o principal 6rgdo com acdo detoxificante nos vertebrados. Pode metabolizar ou
acumular substancias toxicas, a fim de impedir que outros 6rgdos mais vulneraveis
sejam atingidos (Matos et al. 2007). Porém devido a sua funcéo, esse 6rgdo também é
alvo da acao toxica das substancias e sofre vérias alteracées morfoldgicas e fisioldgicas,
que poderao inclusive prejudicar sua funcao vital, caso a exposi¢ao seja feita a agente
de efeito cumulativo. Ou mesmo, seja sujeito a uma exposi¢do cronica, ou ainda a
substancias que possam promover em exposicdo aguda, efeitos tdo tdxicos, com
modificacdes irreversiveis que possam levar o animal a morte por alteracdes
irrecuperaveis das células e dos tecidos.

Por isso, o figado € caracterizado como um 6rgdo biomarcador da poluicao
ambiental, pois os hepatdcitos sdo considerados o primeiro alvo da toxicidade de
substancias, e neles é possivel identificar diversas alteragbes, quando o mesmo

encontra-se em situacdes de estresses (Zelikoff, 1998).
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A histoarquitetura dos hepatdcitos de guaru mostrou-se extremamente alterada
nos grupos de 25 e 35ul/L, isto é, houve hipertrofia dos hepatécitos e mudanca na
localizacdo dos mesmos. As lesdes histopatologicas analisadas no figado de
Prochilodus lineatugxpostos ao inseticida Dipterex 50(0Trichlorfon) confirmaram a
migracao lateral do nucleo dos hepatécitos (Rodrigues et al. 2001).(xemohomis
niloticus tratados com herbicida diquate verificou-se também a hipertrofia dos
hepatdcitos (Henares et al. 2008).

Entre as diversas alteragbes diagnosticadas dutraaieexperimentacdo com
guarus, a vacuolizacdo dos hepatdcitos estava presente em todos 0s grupos tratados,
mostrando-se mais evidente nos grupos de 25 e 35ul/L. De acordo com Santos et al
(2004), Blazer et al (2007), Van Dyk et al (2007) esta resposta celular sugere a presenca
de regies com acumulo de inclusdes lipidicas e glicogénio, ou a combinacéo de agentes
téxicos com os lipidios intracitoplasmaticos. Por isso, indica-se que um pré-disturbio na
fisiologia do animal, podera levar a bioacumulagédo dos produtos quimicos no tecido e
como consequéncia a dificuldade de degradacao destes agentes agressores.

E vélido ressaltar que houve correlagdo entre o aumento do processo de
vacuolizacdo dos hepatécitos dos guarus em relacdo aos valores crescentes de
concentragdes do herbicida testado. E este mesmo resultado € também relatado por
Matos et al (2007) ao expQreochromis niloticugo pesticida carbaryl e por Van Dyk
et al (2007) que avaliou as mudancas histologica$gado deO. mossambicuapos a
exposicdo em caddmio e zincoExpressando entdo, que a resposta celular pode ter
relacdo direta com o tempo de exposicdo e com 0s niveis de doses ou concentracdes
utilizadas para um dado poluente ambiental.

A vasodilatagdo observada nos sinusdides e vasos de maior calibre associada

com aumento do nimero de hemaceas no interior dos vasos sanguineos, a congestéo dos
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sinusoides e a presenca de focos hemorragicos foi observado em todos os grupos
experimentais dos guarus. Estes dados estdo em consonancia com os obtidos por
Albinati et al (2007) que realizaram a exposi¢cao agudaegerinus macrocephaluso
herbicida Roundup Estas alteracdes poderdo estar relacionadas as lesdes no tecido
hepético ou a uma reacgédo patologica (Santos et al. 2004). Isto significa um alto grau de
comprometimento tecidual em virtude do rompimento dos capilares e,
consequentemente, da migracdo dos eritrécitos para diversas regifes entre 0s
hepatdcitos.

Um grupo especial de macréfagos, os melano-macrofagos (MMCs), variam em
tamanho e namero dependendo da espécie e da salude do peixe (Agius & Roberts,
2003). Estas sao células que podem sofrer mudancas adaptativas em condi¢des variadas
tais como alteracdes climaticas sazonais ou exposicdo a xenobioticos (Grassi et al.
2007).

Os MMCs foram predominantemente encontrados nos grupos de 25 e 35ul/L de
exposicdo. Estes dados sdo semelhantes aos descritos poreRald?@07) ao analisar
em Barbus graellsiie Alburnus alburnusa agressividade do metil-mercurio sobre
hepatdcitos destes animais. Lemes & Braccini (2004) sugerem que os MMCs estejam
envolvidos no armazenamento, realocacdo e reciclagem de componentes férricos de
eritrocitos danificados. Assim, pode-se inferir que devido a crescente vasodilatacédo
encontrada nos grupos expostos as concentracdes de 25 e 35ul/L de Roumam
como consequéncia a alteracdo e comprometimento de varios eritrocitos o que provocou
0 aumento dos MMCs e a diminuicdo da hemossiderina. Sendo este Ultimo presente no
grupo de 15ul/L de exposicao.

Notou-se a presenca de focos eosinofilicos em animais expostos a 15ul/L, sendo

estes mais evidentes nos grupos de 25 e 35ul/L. Focos eosinofilicos sédo éareas

25



arredondadas e irregulares, provenientes do aumento do estado de eosinofilia nas células
quando comparadas a hepatdcitos vizinhos. A presenca desses focos € justificada como
um estagio pré-neoplasico reconhecidos em figado de peixes (Blazer et al. 2007). Ao se
considerar esta reacdo, supde-se que o efeito citotéxico do R8uratuponcentracdes
citadas seja tao intenso que em exposicao crénica possa levar ao desenvolvimento de
carcinoma.

Em todas as concentracdes testadas no presente estudo foi possivel perceber a
presenca de nudcleos picnoticos. Em pesquisas realizadasdaplias malabaricus
(traira) frente & privacdo alimentar, averigou-se que o0s hepatdcitos com alteracdes
nucleares caracterizadas como cariopicnose, sdo de fato, resultantes da atrofia nuclear
(Rios et al. 2007). Diante disto, € possivel concluir que estas reagfes nucleares em
guarus e em outros modelos animais sdo um indicativo da diminuicdo da atividade
metabdlica dessas células, que acabam levando a sua completa ociosidade. Reacdes
promotoras da diminuicdo metabdlica seriam respostas a agentes toxicos em virtude da
degradacéo dos componentes celulares, constituindo-se entdo como uma das primeiras
manifestagcfes celulares irreversiveis.

O aumento da deposicao de fibras coldgenas foi detectado nos grupos tratados de
25 e 35ul/L. Este estado de fibrose hepatica foi verificado em uma diversidade de
organismos, dentre eles suino, perus e outros ao serem expostos as doses letais de
aflatoxinas (Cullen & Newberne, 1994). Infere-se que tal caracteristica esteja
correlacionada com o processo de proliferacdo dos hepatdcitos e dos ductos biliares
(Grassi et al. 2007). Portanto, tal dado confirma o estado de anormalidade tecidual
presente no parénquima hepatico do organismo do guaru frente ao herbicida Roundup

Nas concentracdes de 25 e 35ul/L a estrutura hepatica apresentou no interior dos

sinuséides um infiltrado leucocitario. Segundo Norefia-Barroso et al. (2004), Santos et
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al (2004);tal resposta sugere a ocorréncia de um possivel processo inflamatério. E entdo
serve como um dos parametros de estimativa do nivel de estresse celular que uma
espécie apresente quando exposta a um agente toxico.

A evolucdo do processo de necrose foi registrada nos grupos de 25 e 35ul/L e
pode levar a lesdo celular irreversivel e consequentemente a morte celular. Esta
anormalidade é considerada uma alteracdo qualitativa importantissima e de melhor
representatividade, quando comparada as estruturas celulares do grupo controle
(Figueiredo — Fernandes et al. 2006). Isto é, os focos necréticos em um tecido
representam um estado de afeccdo desordenado e ocorrem quando as células estédo
aparentemente lisadas, faltando quase toda sua organizagéo interna. Por isso, ao se
detectar um acentuado processo de necrose tecidual, supde-se que houve uma perda de
eficiéncia desempenhada pelo figado e, consequentemente, isto pode levar a morte do
animal.

A maior parte dessas alteracfes foi classificada conforme o fator de importancia
(FI), para permitir o conhecimento prévio de tais situacdes encontradas no modelo
bioldgico estudado enHoplias malabaricus(traira) segundo Rios et al (2007).
Considera-se com baixo FI a mudanca na histoarquitetura dos hepatdcitos e dos ductos
biliares, vacuolizacdo, depdsitos intracelulares e presenca de melanomacréfagos. Como
intermediario FI tem sido diagnosticado a presenca dos nucleos picnaéticos, fibrose e
infiltragdo leucocitaria. E por fim, com alto FI a necrose. E possivel estabelecer estes
parametros para as reagbes observadas no figado do guaru quando expostos as
concentracdes crescentes de Roufidupma vez que, quando a concentracéo
aumentava, tornavam-se mais intensas e mais severas as respostas celulares e teciduais.
O reflexo disto se da também nas analises dos componentes quimicos que constituem as

células.
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Por meio da analise histoquimica, os hepatdcitos do grupo controle e tratados
apresentaram positividade ao PAS e reacdo negativa ao PAS + amilase, indicando a
presenca de glicogénio, embora a presenca de vacuolos tenha interferido na reatividade
das mesmas. Tais observacfes foram observadas por Santos et al (2004) e Matos et al
(2007) ao evidenciarem diferencas no teor de glicogénio em relacdo aos peixes que
tinham figado no aspecto normal e alterado. Assim deduz-se que esta metodologia
cldssica é adequada para se detectar presenca e alteragdo de glicoprotéinas neutras e
glicogénio em diversas células, entre elas os hepatocitos.

Micronucleos evidenciados no grupo de 35ul/L revelaram uma ag¢do genotoxica
do Roundufd para o peixe estudado. Essas estruturas nucleares podem variar em funcéo
da época, do tipo de poluente envolvido e entre as espécies de peixes consideradas
(Palhares & Grisdlia, 2002). Segundo Grisélia (2002), ao testar e comparar a freqiéncia
de micronulcleos em eritrocitos de peixes e camundongos expostos a ciclofosfamida,
mitomicina C e varios pesticidas dentre eles o Roufdugrle-se perceber um alto grau
de caracteristicas mutagénicas nos peixes em relagdo aos camundongos. Assim, 0s
estudos tém mostrado que os testes de micronlcleos em peixes séo eficientes para
deteccédo da sensibilidade destes animais quando expostos aos poluentes aquaticos.

Nos peixes, 0s testes de micronucleo sdo geralmente baseados em eritrocitos,
embora as branquias e o figado também tenham sido utilizados (Palhares & Grisdlia,
2002). Neste estudo, foi identificada ao longo do tecido hepético a presenca dessas
deformidades nucleares, sugerindo entdo o inicio de formacdo tumoral no 6rgéo
estudado. Dessa forma, propbe-se que os testes de micronlcleos em peixes sejam
efetuados diversas vezes em um dado tratamento, a fim de mensurar a freqténcia de

evolucdo e o prognostico dos mesmos.

28



Pelas avaliagBes histopatoldgica e histoquimica do figadRweeilia vivipara,
as alteracBes encontradas estdo relacionadas a acéo do herbicida Rdeadisso,
esse Orgdo foi considerado como alvo principal dos contaminantes e poluentes

aquaticos.

5. CONCLUSAO

A liberacao e o uso indiscriminado de agrotoxicos e a consequente contaminacéo
de mananciais interferem na sobrevivéncia e bem-estar dos peixes. O herbicida
Rounduf amplamente utilizado em todo o mundo apresentou-se téxico Fpara
vivipara, com evidentes alteragdes histopatoldgicas. Dessa forma, este estudo qualifica
0 guaru como biomonitor das alterac¢des fisico-quimicas promovidas por agrotoxicos em

ambientes aquaticos.
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Tabela 1: Concentracéo letal média de RoufighapaPoecilia vivipara

Concentracao NUmero animais expostos Mortalidade
ul/L Roundug® 96 horas
00.00 6 0
15.00 6 1
25.00 6 2
35.00 6 5
45.00 6 6

Quadro 1: Resultado das alteracdes celulares e teciduais observadas nos grupos tratados.

Concentragdes 15 25ulL 35ul/L
experimentais

Alteracbes

celulares
Vacuolizagao + ++ T+
Inclusdes lipidicas + ++ +++
Vascularizagao intensa + ++ +++
Focos hemorragicos + ++ +++
Melano-macréfago + ++ T+
Foco eosinofilico + ++ ++
Nucleos picnéticos + ++ +++
Fibrose - + ¥
Infiltrado leucocitario - + +
Necrose - ++ 4+

Legenda: (-) ausente; (+) leve, < 25% das seccdes; (++) moderado, 25-50% das secgoes; (+++) severo, > 50% das secc¢des.
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Fig. 1 — Fotomicrografia do grupo controle, mostrando a disposicdo geral dos

hepatdcitos (Azul de Toluidina pH 8,5; Barra = 40 um).

Fig. 2 — Seccdo do figado com hepatdécitos parcialmente vacuolizados (setas finas)

quando tratados por 15pl/L de Roun8ipzul de Toluidina pH 8,5; Barra = 40 pm).

Fig. 3 — Parénquima hepatico exposto & concentracdo de 25ul/L de Rowuhp

intensa vacuolizagao celular (estrelas) (Azul de Toluidina pH 8,5; Barra = 40 um).

Fig. 4 - Regido intermediaria do figado com hepatdcitos extremamente vacuolizados
(setas largas) e presenca de vesiculas lipidicas (circulo) que sdo volumosas e por vezes
ocupam todo o citoplasma celular expostos em 35pl/L de Rofirfdapl de Toluidina

pH 8,5; Barra = 40 um).

Fig. 5 — A fibrose (estrelas) € uma reacdo observada em varias regifes do figado de
animais expostos a 25ul/L de RounBualém da presenca de hepatécitos com nucleos
picnéticos bem evidentes (setas finas brancas) como demonstrado na fotomicrografia

(HE; Barra = 40 pum).
Fig. 6 - A necrose extensa envolvendo varios grupos de hepatdcitos (circulos brancos)

em material exposto a 25ul/L de RounBuaspresentando hemosiderina (setas finas

brancas) distribuida no figado (HE; Barra = 40 um).

42



Fig. 7 — Nas proximidades de vasos sédo encontrados melano-macréfagos (circulo) em
animais expostos a 15pl/L de Roun8up evidentes focos hemorragicos observados

(setas largas brancas) (HE; Barra = 40 um).
Fig. 8 — Nota-se na fotomicrografia aumento da distribuicdo de hemacias no interior dos

vasos, por isso estes estdo congestos de sangue (seta) nos grupos 15ul/L d&€ Roundup

(Azul de Toluidina pH 8,5; Barra = 40 um).
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