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RESUMO

A intensificagdo da agricultura industrial, marcada pelo crescente uso de agrotoxicos
proporciona em uma série de distiirbios ambientais. O glifosato ¢ um herbicida mundialmente
utilizado no controle de ervas daninhas. No Brasil, esse herbicida ¢ regulamentado pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente, resolu¢do n° 357, de 17 de marco de 2005, que
permite o limite maximo de 65 pg/L de glifosato em aguas doces de classe 1. Embora haja
conhecimento da exposi¢do aguda de organismos a pesticidas, o entendimento sobre seus
efeitos nos limites permitidos nos ecossistemas aquaticos ainda ¢ pouco compreendido.
Diante o exposto, o presente estudo objetivou analisar os possiveis efeitos ecotoxicologicos
causados pelo herbicida glifosato comercial (Roundup®), em peixes da espécie Danio rerio
expostos a concentracdo regulamentada no Brasil, a partir da analise dos eritrécitos. Um lote
de 40 peixes adultos da espécie foi distribuido em dois aquarios, cada um contendo 20 litros
de 4gua mineral comercializada, sendo que em um foi adicionado o herbicida e no outro ndo
houve adi¢do do composto. Apds 96 horas de exposicdo, os peixes foram anestesiados e
realizou-se a coleta de sangue para confeccdo de laminas. A técnica permitiu a analise e
contagem de 2000 eritrécitos de 30 individuos em microscopio Optico, com aumento de 400x.
As analises demonstraram uma frequéncia significativa de alteragdes morfonucleares
encontradas no grupo experimental, enquanto o grupo controle ndo apresentou alteracao.
Dentre as alteracdes observadas, a mais frequente foi do tipo Bintcleo (p<0.05), seguida de
nucleos entalhados e lobados, o que sugere danos ao DNA e possivel genotoxicidade. Os
resultados demonstraram que o glifosato, mesmo em concentragdo regulamentada pelo
CONAMA, pode causar danos morfonucleares, sugerindo assim, uma revisao de tais valores
definidos atualmente pela legislacao brasileira.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Glifosato. Zebrafish.
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1 INTRODUCAO

Historicamente, a comercializagdo e o uso de agrotdxicos foi intensificado ao fim da
Segunda Guerra Mundial, na qual indlstrias quimicas utilizavam de estruturas
governamentais, académicas e mididticas, bem como a fragilidade e tensdo social em meio
aos conflitos de guerra, para persuadir retoricamente ao uso de tecnologia quimica para o
controle de insetos em culturas de alimentos, afirmando haver uma “guerra entre a
humanidade e os insetos”, promovendo os agrotoxicos como indispensaveis ‘“‘defensivos
agricolas” (Abreu, 2014). No territorio brasileiro, os agrotdxicos foram introduzidos durante o
periodo da chamada modernizacdo da agricultura nacional, entre 1945 e 1985, com apoio
oficial do Estado e sob o argumento de elevar a produgao de alimento e facilitar o trabalho no
campo (Salomao; Ferro; Ruas, 2020).

No Brasil, os agrotoxicos sao regulamentados de acordo com a Lei n°® 14.785, de 27
de dezembro de 2023, a qual rege todos os processos de pesquisa, comercializagdo, destino
final de residuos e embalagens, classificagdo, controle, inspe¢do e a fiscalizagdo de
agrotoxicos, de controle ambiental, de seus produtos técnicos e afins. Os herbicidas estdo
entre a classificagdo destes compostos, e sdo amplamente comercializados e utilizados na
agricultura devido a sua efici€ncia em inibir o desenvolvimento de espécies especificas, como
as plantas daninhas (Roman et al., 2007). O glifosato ¢ um principio ativo presente nas
formulagdes de herbicidas, sendo vendido em concentracdes de 48% (m/v), com dosagens
recomendadas de 10 a 20 ml/L (Amarante-Junior; Santos, 2002). No Brasil, a concentragao
maxima permitida de glifosato em aguas doce de classe 1 (destinadas ao abastecimento para
consumo humano, ap6s tratamento simplificado) ¢ de 65 pug/L e 280 pg/L em aguas de classe
3 (destinadas ao abastecimento para consumo humano, apos tratamento convencional ou
avancado), sendo regulamentado pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), no
qual ha previsdo de valores de referéncia para as concentragdes de agrotoxicos permitidos em
agua (CONAMA, 2005). No ano de 2019, houve uma flexibilizagdo da comercializacao de
novos agrotoxicos no Brasil, entre eles, o Sulfoxaflor, Fluopiram e Dinotefuran, compostos
quimicos reconhecidos pela Unido Europeia e Estados Unidos devido a sua alta toxidade
(Grigori, 2020).

Quando utilizados na agricultura, esses compostos podem atingir rios, lagos e
oceanos, diante de diversos mecanismos de transporte, seja por correntes atmosféricas,

despejo inadequado de restos de solugdes e processo natural de lixiviacdo (Braga et al., 2005).
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A permanéncia destes compostos quimicos no ambiente aquatico oferece riscos as espécies de
animais por seus efeitos ecotoxicologicos e possibilidade de bioacumulacdo ao longo da
cadeia alimentar, visto que a biota aquatica € continuamente atingida por esses compostos
quimicos que alcangam o ambiente do qual dependem. Em geral, os agrotoxicos pertencem a
familias de substancias quimicas muito diversas, e a generaliza¢do dos efeitos é complexa,
levando a considerar cada caso com particularidade e mais estudos ecotoxicologicos e
toxicoldgicos (Milhome et al., 2009).

A comercializacdo de compostos agricolas representa um importante nicho de
mercado, impulsionando a circulagdo desses produtos em escala global. De acordo com o
recente Relatério de Comercializagdo de Agrotoxicos do Instituto Brasileiro de Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais (IBAMA), no ano de 2022, foi registrada a venda de
800.652 toneladas de ingredientes ativos de Produtos Formulados (quimicos e bioquimicos), o
que representa um aumento de aproximadamente 11% em relagdo ao ano anterior (2021),
cujas vendas foram de 720.870 toneladas. Neste mesmo periodo de levantamento dos dados,
os dez ingredientes ativos mais comercializados no pais, em toneladas, foram: Glifosato e
seus sais; 2,4-D; Atrazina, Mancozebe; Acefato; Clorotalonil, Dibrometo de Diquat,
Glufosinato — Sal de Amonio, Clorpirifés e Metomil. Conforme rege a Lei n°® 14.785/2023, a
comercializacdo desses compostos foi aprovada e liberada. Determinados ingredientes ativos
com alta taxa de comercializacdo no Brasil j4 foram banidos em regides estrangeiras, como na
Unido Europeia (UE). A Atrazina e o Glufosinato, por exemplo, ndo s3o mais
comercializados na UE desde 2004 e 2009, respectivamente, devido ao fato de estes
compostos possuirem associagdo a distirbios na saide humana, como danos citogenéticos em
linfécitos do sangue, danos a células hepaticas, cancer de prostata, cancer de tiredide, entre
outras enfermidades (Abass; Turpeinen; Pelkonen, 2009; Mostafalou; Abdollahi, 2017,
Rohden, 2022; Ruiz-Guzman et al., 2017)

Diante da crescente comercializacdo e uso destes compostos quimicos na agricultura,
somado ao fato de que os recursos hidricos sdo o depdsito do aporte desses residuos, métodos
de andlises surgiram em decorréncia da necessidade de conhecer quais sdo os efeitos sobre a
biota aquatica (Silva; Campos; Bohm, 2013; Zagatto; Bertoletti, 2006). Entre os métodos, os
bioensaios ganham notoriedade no meio cientifico, pois possibilitam o reconhecimento de
compostos que apresentam baixos e altos riscos de impacto ambiental e toxicidade aos
organismos (Silva, 2015). Os efeitos toxicos sao avaliados a partir de organismos

bioindicadores que apresentam alta sensibilidade as alteracdes ambientais, manifestando
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respostas comportamentais e fisiolégicas mensuraveis que refletem a qualidade do ambiente
(Prestes; Vincenci, 2019).

Espécies de peixes sdo utilizadas como bioindicadores em bioensaios, como o
popularmente denominado peixe zebra ou peixe paulistinha (Costa, 2008). As caracteristicas
gerais de Danio rerio (Hamilton, 1822) o tornam uma alternativa vidvel para ensaios de
avaliagdo de toxicidade, justamente pela sua sensibilidade e a capacidade de absorver
rapidamente os compostos presente na agua e acumula-los em diferentes tecidos (Fukushima
et al., 2020; Ribeiro et al., 2022). Ainda, sua homologia genética com mamiferos e
praticidade no manejo em laboratorio, contribuem para o interesse de sua utilizagdo em
estudos (Fukushima et al., 2020; Howe et al., 2013; Lopes-Ferreira et al., 2021; Silveira;
Schneider; Hammes, 2012). No Brasil, a Associag¢ao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT),
responsavel pelo desenvolvimento de protocolos de testes de toxicidade, padronizou o uso de
peixes pertencentes a familia Cyprinidae em 2016 como Pimephales promelas (Rafinesque,
1820) e Danio rerio (Norma Brasileira - NBR 15088:2022) para testes de toxicidade aguda
(Lopes-Ferreira et al., 2021). Dessa forma, a avaliagao dos efeitos ecotoxicoldgicos causados
pela exposi¢cdo a contaminantes em peixes € de fundamental importancia para a preservagao e
conservagao das espécies (Silva, 2021).

A Ecotoxicologia ¢ uma area de enfoque aos estudos de monitoramento ambiental,
fundamentada principalmente na resposta de organismos a estressores quimicos (Magalhaes;
Ferrao-Filho, 2008). Ramade (1977), define a Ecotoxicologia como a ciéncia que objetiva
avaliar as formas e niveis de contamina¢do do ambiente que se da por poluentes naturais ou
sintéticos, produzidos por atividades humanas, bem como compreender seus mecanismos de
acao e seus efeitos sobre o conjunto de seres vivos que habitam a biosfera.

Entre os estudos de toxicidade, sdo relatadas as alteragdes morfoldgicas nucleares
(AMNs) como um dos efeitos decorrentes da exposi¢do de peixes a contaminantes, nos quais
desempenham como biomarcadores em bioensaios. Entre as alteracdes, o teste de
Micronticleo Pisceo (MNP) consiste na analise da formagdo de microntcleos durante a
divisdo celular, decorrente de fragmentos cromossdmicos nao incorporados pelo nucleo, onde
sdo visualizados nas células filhas como uma estrutura similar ao ntcleo principal, porém, de
tamanho reduzido (Schmid, 1975; Thomé¢; Silva; Santos, 2016; Valentin-Severin et al., 2003).
Outros tipos de alteragdes sao caracterizados de acordo com a deformidade sobre a membrana
nuclear. Em um estudo desenvolvido por Cherednichenko et al. (2024), diferentes
anormalidades morfonucleares foram registradas em células de variadas espécies de animais,

incluindo peixes, anfibios, répteis e passaros, vivendo em condi¢des de poluicdo por
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pesticidas, combustivel de foguete, derivados de petréleo, metais pesados e radionuclideos.
As analises demonstraram o aparecimento de micronucleos, células de nucleo ausente,
invaginac¢ao nuclear, nucleo binucleado e vacuolizado.

A presenca de AMNs em células permite inferir sobre efeitos genotoxicos,
mutagénicos e citotoxicos de determinadas substancias (Barbosa et al., 2010; Rocha et al.,
2009). Esta ferramenta de analise ¢ utilizada tanto para peixes em monitoramento ambiental
quanto em bioensaios (Lechinovski et al., 2022; Silva, 2021). Tais biomarcadores
demonstram as implicagdes de poluentes ambientais sobre os organismos vivos a nivel celular
e genético, pois sabe-se que compostos capazes de interagir com o DNA induzem mutagoes,
lesdes na fita de DNA, sintese de DNA ndo programada e trocas entre cromatides irmas
(SCE) (Azevedo, 2003; Bianchini, 2008; Smaka-Kincl et al., 1996). Ainda que existam
efeitos passiveis de reparo, como os efeitos genotoxicos, outros sdo persistentes e inalteraveis
(efeitos mutagénicos), pois ocasionam uma mudanga definitiva na estrutura ou no contetido
do material genético de um organismo (Deerfield et al., 2002). Segundo Athira e Jaya (2018),
mutacoes, envelhecimento celular rapido e dificuldades adaptativas relacionadas as condi¢des
ambientais em peixes podem ser desencadeadas a partir da interacao de pesticidas e outros
contaminantes com o sistema bioldgico.

Considerando a extensa e continua comercializagdo do glifosato e a possibilidade de
interacdo desse composto com a biota quando presente em agua, justifica-se o
desenvolvimento deste estudo como uma ferramenta importante para evidenciar os efeitos da
contaminagdo em organismos expostos ao glifosato comercial (Roundup®). Nesse contexto,
objetivou-se analisar as possiveis anomalias morfonucleares em eritrécitos de D. rerio quando
expostos ao herbicida comercial a base de glifosato. O objetivo geral converge aos seguintes
objetivos especificos: 1) Verificar se a concentragdo de glifosato, regulamentada pelo
CONAMA (65 pg/L), causa alteragdes morfonucleares em eritrocitos de D. rerio; ii)
Classificar os principais tipos de anomalias morfonucleares encontradas em D. rerio quando
expostos ao glifosato; i11) Discutir os resultados apresentados com dados existentes na

literatura cientifica sobre anomalias morfonucleares do glifosato em espécies de peixes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONTAMINACAO DO AMBIENTE AQUATICO

A urbanizagdo e as atividades antropogénicas, somado ao rdpido crescimento
populacional, tem contribuido com a deterioracdo dos ecossistemas aquaticos (Fia et al.,
2015). Considerado um dos principais problemas existentes nas ultimas décadas, a
contaminagdo aquatica tem como decorréncia diferentes fontes de contaminagdo, como o
descarte de lixo, esgoto doméstico e residuos toxicos (Ibrahin; Ibrahin; Cantudria, 2015). A
desenfreada urbanizagdo reuniu populagdes de baixo poder aquisitivo em areas periféricas
com pouco ou nenhum servico de saneamento bésico. Isto contribuiu para gerar polui¢do
concentrada a partir da deposi¢do de lixo e assoreamento dos corpos d’agua (Magalhaes,
1995). Outro fator de grande impacto sobre os recursos hidricos ¢ o modelo de produgao de
alimentos adotado pelo Brasil e outros paises. Este método convencional de uso de
agrotoxicos na agricultura tem se mostrado ineficiente, pois, a longo prazo, mesmo com o uso
intensivo de compostos quimicos, as chamadas pragas agricolas conseguem desenvolver
mecanismos para persistir nos campos. Consequentemente, a industria quimica busca
aprimorar e desenvolver novas formulagdes para eliminar os organismos indesejados que
possam acometer as plantagdes (Londres, 2011).

Como resultado do comportamento desses compostos quimicos no ambiente, bem
como o transporte natural por lixiviagdo, a dgua passa a ser o deposito de substancias, muitas
vezes nocivas ¢ de concentragdes toxicas, atingindo os sistemas bioldgicos (Tonissi, 2009).
Uma vez no ambiente aquatico, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do composto,
ocorre a interagdo com materiais em suspensdo, bem como a deposi¢do em sedimentos ao
fundo, e a absor¢do por organismos, podendo ser detoxificados ou acumulados (Tomita;
Beyruth, 2002). Os residuos quando absorvidos levam a um fendmeno ecologico chamado de
biomagnificacdo, resultando no aumento de suas concentragdes de acordo com aumento do
nivel trofico (Begon; Townsend; Harper, 2007).

O CONAMA considera em sua resolucdo de n° 357 que, “a saude e o bem-estar
humano, bem como o equilibrio ecoldgico aquatico, ndo devem ser afetados pela deterioragao
da qualidade das dguas”. Entretanto, o estudo realizado por Bueno-Krawczyk et al. (2015),
contestou alteragdes no estado de satide dos peixes da bacia do Médio Iguagu, com
probabilidades de a biota estar em contato com agentes anticolinesterasicos e oxidantes. Os

autores destacam ser um fator preocupante, pois a populacao local usufrui da pesca e agua
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potavel. Os resultados da pesquisa realizada por Branco et al. (2021), sugeriram que as 16
bacias hidrograficas localizadas na regidao Sul e Sudeste podem ser as mais afetadas pela
presenca de contaminantes emergentes, entre eles estdo os pesticidas. Em outro estudo
realizado por Panis et al. (2022), foi registrado niveis elevados de 11 agrotoxicos presentes na
dgua que abastece 127 cidades do Parand, onde vivem 5,5 milhdes de pessoas. Segundo o
estudo, o problema estd associado, pelo menos, a 542 casos de cancer diagnosticados em
moradores da regido. Os autores ainda afirmam que o risco enfrentado ¢ devido a ingestao
continua de dgua, e que os niveis regulatorios de agrotoxicos na dgua potavel possivelmente
estdo muito acima quando comparado com outras regides do mundo. Berti, Diisman e Soares
(2009) afirmam que a polui¢do proveniente da atividade agricola ¢ considerada do tipo difusa,

de dificil identificagdo, monitoramento e, consequentemente, controle.

2.2 HERBICIDAS

Herbicida ¢ um produto quimico que tem a finalidade de inibir o desenvolvimento
das plantas daninhas. Essas plantas sdo consideradas como interferéncias nas culturas
agricolas, tanto pela competicdo por agua, nutrientes, luz e espaco, como pela liberacao de
substancias quimicas, os aleloquimicos, que podem comprometer o desenvolvimento das
plantas cultivadas (Correia, 2018). O comportamento e o destino dos herbicidas no ambiente
sdo determinado por fatores externos, sendo eles: temperatura e umidade, tipo de solo,
presenga de matéria organica, modo de aplicagdo, dentre outros (Gebler; Spadotto, 2004).
Mas ha, também, outras caracteristicas fundamentais que irdo determinar a sua distribuigao,
como a conformag¢ao da estrutura molecular do principio ativo e as caracteristicas
fisico-quimicas. Plimmer (1992), propde que, dependendo das condigdes ambientais e
caracteristicas fisico-quimicas do composto quimico, 5% do produto se perde por
escorrimento artificial, 1% por lixivia¢do e de 40% a 80% passa pelo processo de volatizagdo.
Gebler e Spadotto (2004), afirmam a importancia de compreender as rotas dos agrotoxicos
apos a sua aplicacdo, justamente porque ¢ certo de que ele se distribuird pelos diversos
compartimentos do ecossistema, sendo necessario avaliar e monitorar seu comportamento e
destino no ambiente.

O glifosato ¢ um herbicida nao seletivo, sistémico e pds-emergente que atua inibindo
a sintese de aminodcidos cruciais, como tirosina, triptofano e fenilalanina, acometendo o
enfraquecimento de plantas em desenvolvimento (Alves et al., 2023; Coutinho; Mazo, 2005).

Esse quimico foi classificado como herbicida no ano de 1971, e desde 14, houve a
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comercializacdo de trés tipos de glifosato, sendo eles: glifosato-isopropilamoénio,
glifosato-sesquisodio (Roundup®), e glifosato-trimesium (Amarante-Junior; Santos, 2002). As
formulagdes comerciais contém, geralmente, entre 36 e 48% de glifosato, assim como agua,
sais minerais e adjuvantes, como a Polioxietilenoamina, que tem como a¢do o aumento da
absor¢do e translocacdo do herbicida na planta-alvo (Mesnage et al., 2015). O Glifosato
(N-fosfometil glicina), cuja formula molecular C;HgNOP, ¢ classificado como um
organofosforado, mais especificamente, um fosfonato. Quimicamente, ¢ um derivado da
glicina, sendo considerado um aminodcido artificial (Castro, 2005). Molecularmente,
apresenta comportamento zwiterionico, ou seja, ha separagdo de duas cargas em pH neutro,
uma positiva no grupo amino e uma negativa no grupo fosfonato (Coutinho; Mazo, 2005).

No solo, o glifosato ¢ degradado por microrganismos e adsorvido por particulas,
como a matéria organica, hidroxidos amorfos de ferros e aluminio e 6xidos férricos (Day et
al., 1997; Coutinho; Mazo, 2005). Esse herbicida ndo ¢ metabolizado pela planta, e por essa
razdo praticamente toda a concentragdo do ingrediente ativo aplicado chega ao solo na sua
forma original (Cardoso; Hartwig, 2022). Em agua, tanto glifosato quanto seus sais sdo
solidos cristalinos muito solaveis (12 g/L a 25 °C), e apresentam meia vida longa, variando de
49 a 70 dias (Amarante-Junior; Santos, 2002). Diante de sua alta solubilidade e baixa
volatilidade, as moléculas sdo lixiviadas do solo quando ndo adsorvidas pelas particulas
(Figura 1) (Lima; Boéchat; Giicker, 2021). A legislagdo brasileira regulamenta os valores
permitidos desse composto no ambiente aquatico. A Portaria n°® 2.914 de 2011, do Ministério
da Satde (MS), estabeleceu em 500 pg/L a concentracdo méaxima de Glifosato permitida na
agua potavel. Para aguas doces superficiais, segundo o CONAMA, na Resolugdo n°
357/2005, a concentracdo maxima do glifosato € 65 pg/L para aguas de classe 1, e 280 pg/L
para aguas de classe 3. A Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parana (ADAPAR) classifica o
glifosato quanto ao seu perigo para o meio ambiente em classe IIl: Perigoso ao meio

ambiente.
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Figura 1 - Contaminag@o do solo por glifosato, processos de transporte e fluxo através de cadeias alimentares

aquaticas.
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Fonte: LIMA, Igor Barbosa; BOECHAT, Iola Gongalves; GUCKER, Bjérn. Glifosato no Brasil: uso,

contaminagdo aquatica, efeitos ambientais e perigos para a saide humana. Caderno de Geografia, v. 31, n. 1,

2021. Disponivel em: https://doi.org/10.5752/P.2318-2962.2021v3 1nesplp90. Acesso em: 10 de set. 2024.

Na agricultura, esse herbicida € pulverizado nos mais diversos tipos de cultivo, para
entdo ser absorvido através das folhas das plantas e seus cauliculos. Posteriormente, o
herbicida ¢ transportado por toda a planta, agindo nos véarios sistemas enzimaticos e inibindo
o metabolismo de aminodcidos, ocasionando a morte em poucos dias ou semanas
(Amarante-Junior; Santos, 2002). A partir do uso continuo do glifosato, Brito e Yada (2019)
relatam a necessidade de aplicar doses cada vez maiores do herbicida, pois desencadeou-se a
propagacdo de ervas daninhas resistentes e tolerantes ao produto. Gazziero et al. (2012)
também afirmam a resisténcia contra o glifosato ¢ a demanda de um conjunto de agdes e
combinagdes de diferentes tipos de agroquimicos para a aniquilagdo das espécies de ervas

daninhas em areas de cultivo.

2.3 BIOENSAIOS

A primeira iniciativa em termos metodoldgicos na realizagdo de bioensaios, para
monitoramento e avaliagdo da qualidade da agua, se deu em 1975 em um programa

internacional de padronizacdo de testes de toxicidade aguda em peixes, desenvolvido pelo


https://doi.org/10.5752/P.2318-2962.2021v31nesp1p90

20

Comité Técnico de Qualidade das Aguas da International Organization for Standardization
(ISO), com participacdo da Companhia de Tecnologia de Saneamento do Estado de Sao Paulo
(CETESB) a convite da ABNT (Zagatto; Bertoletti, 2006). A partir do ano de 1975, foram
elaborados e adaptados diferentes métodos de ensaios de toxicidade aguda e cronica, com o
uso de alguns grupos e espécies de organismos, dentre os quais se destacam as algas (ABNT,
2023), microcrustaceos (ABNT, 2022) e peixes (ABNT, 2022) de aguas continentais e
marinhas e testes com sedimentos (Zagatto; Bertoletti, 2006). O uso de organismos
caracteriza os biomarcadores em um bioensaio, no qual expressam respostas bioldgicas
quando expostos a contaminantes. A partir do contato com poluentes, os organismos ativam
mecanismos de defesa molecular e celular para eliminé-los. Esses mecanismos de defesa
podem impactar a expressao gé€nica e a atividade enzimatica, permitindo a realizagdo de
analises moleculares e bioquimicas, além das repostas a nivel fisiologico e comportamental
(Aizpurua-Olaizola et al., 2018; Goémez-Olivan et al., 2019; Van Der Oost; Beyer; Vermeulen,
2003).

Os bioensaios, também denominados ensaios ecotoxicologicos, consistem na
exposicdo de organismos padronizados expostos a diferentes concentragdes de compostos
quimicos, substancias quimicas e efluentes, por um determinado periodo de tempo, sendo
possivel determinar o potencial de toxicidade (Cesar; Silva; Santos, 1997; Kapusta, 2008). Os
ensaios podem ser caracterizados como um grande controle de qualidade na pesquisa, que
busca utilizar testes padronizados, onde varios ja foram desenvolvidos e padronizados no
mundo todo. Por exemplo, no territorio brasileiro ha métodos normalizados pela ABNT e pela
CETESB (Kapusta, 2008). Eles compdem processos de licenciamentos solicitados pela
propria CETESB na avaliagdo de risco em areas contaminadas, no controle de efluentes, na
autorizagao do uso de produtos em corpos hidricos e avaliacdes de acidentes ambientais
(CETESB, 2017).

Ha dois principais métodos de bioensaios utilizados no meio cientifico. O método do
tipo agudo busca identificar os efeitos imediatos vivenciados pelo organismo exposto, em um
curto periodo. O efeito observado ¢ a mortalidade ou imobilidade, geralmente no intervalo de
0 a 96 horas. Os testes agudos contribuem para a estimativa e/ou determinagdo de limites de
concentragdo permissivel, regulados por legislagdo, para um determinado grupo de
organismos em diferentes tipos de ambientes aquaticos. Além de proporcionar a comparagao
do nivel de sensibilidade de diferentes espécies a um mesmo xenobidtico (Silva, 2015). Ja o
teste cronico avalia os efeitos sobre funcdes biologicas, como a reproducdo e crescimento,

buscando respostas a um estimulo continuo que pode abranger parte ou todo ciclo de vida do
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organismo (Kapusta, 2008). Para os ensaios de toxicidade, sao utilizados organismos sensiveis
a uma diversidade de agentes quimicos. Quando a sensibilidade ¢ constante, possibilita a
obtenc¢do de resultados mais precisos. Junto a isso, para que o estudo de toxicidade tenha uma
maior confiabilidade, aconselha-se o uso de mais de um organismo-teste e de diferentes niveis
troficos, pois cada organismo possui uma sensibilidade diferente a tais compostos (Silva;
Pompéo; Paiva, 2015). Estudos revelam o uso de minhocas em contaminagdes do solo
(Vicente; Fernandes; David, 2021), peixes e microcrustaceos em contaminagdes aquaticas
(Lechinovski et al., 2022; Yuan et al., 2020) e outros tipos de organismos-teste. Outro fator
importante a ser considerado € a posig¢do trofica, pois como descreve Andréa (2008), os
bioindicadores devem ter uma relevancia biologica para informar sobre a possivel
contaminag¢do do respectivo ecossistema. Sendo assim, quanto mais baixo for seu nivel tréfico
e quanto mais ele servir de alimento para os niveis superiores da cadeia tréfica, maior € a
relevancia bioldgica do organismo (Andréa, 2008).

Em avaliagdes de contaminacdo aquatica sdo empregadas analises quimicas, sendo
essa uma medida importante, no entanto, Ribeiro et al. (2022) afirma que ¢ necessario
também estudar o impacto dos xenobidticos em organismos vivos para avaliar os efeitos
ecotoxicologicos mais complexos a médio e longo prazo. Silva, Pompéo e Paiva (2015)
corroboram com o fato de que as analises quimicas por si s6 ndo retratam o impacto ambiental
causado pelos poluentes sobre o ecossistema como um todo. Ainda, somente os sistemas
bioldgicos (organismos ou parte deles) podem detectar os efeitos toxicos das substancias

(Magalhaes; Ferrao-Filho, 2008).

2.4 A ESPECIE Danio rerio

A espécie D. rerio (Figura 2), popularmente conhecido como paulistinha ou
Zebrafish, ¢ um peixe tropical de dgua doce, pertencente a familia Cyprinidae, e descrita por
Hamilton Buchanan no ano de 1822 (Eschmeyer; Fricke, 2015). D. rerio ¢ originario do
Himalaia no sul da Asia, como India, Nepal, Butao, Paquistdo, Bangladesh e Mianmar
(Barman, 1991; Spence et al., 2008). Seu corpo ¢ alongado com um padrdo de cor distinto
baseado em listras horizontais escuras e claras alternadas, que podem ser divididas em
manchas ou barras (Spence et al., 2008). Na populagdo, demonstra padrdes de hierarquia no
qual o individuo dominante pode apresentar cores mais fortes € pode ocupar areas maiores

(Lawrence, 2007; Spence et al., 2008).
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Figura 2 - Modelo biolodgico D. rerio.
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Fonte: A autora, 2024.

Nas ultimas décadas, a comunidade cientifica utiliza desta espécie como modelo
bioldgico pela sua homologia genética com mamiferos e facilidade de manejo em laboratorio
(Fukushima et al., 2020; Howe et al., 2013; Lopes-Ferreira et al., 2021). O sequenciamento
do seu genoma em 2013 demonstrou que o Zebrafish possui mais de 70% de homologia
genética em relagdo aos humanos (Howe et al., 2013; Lopes-Ferreira et al., 2021). Os
principais beneficios do uso desta espécie como modelo toxicoldgico em relagdo a outras
espécies de vertebrados sdo: o seu tamanho, a facilidade de manejo e criagdo e o
desenvolvimento precoce. O pequeno tamanho do peixe juvenil (14 mm) e adultos (de 4 a 5
cm) reduz muito o espago de acomodagdo e os custos de criagdo para as pesquisas cientificas
(Lopes-Ferreira et al., 2021). As caracteristicas gerais de D. rerio o tornam uma alternativa
viavel para ensaios de avaliagdo de toxicidade, como por exemplo, de compostos em
desenvolvimento, justamente pela grande sensibilidade e a capacidade de absorver
rapidamente os compostos presente na agua e acumula-los em diferentes tecidos (Fukushima
et al., 2020). No Brasil, a ABNT, responsavel pelo desenvolvimento de protocolos de testes
de toxicidade, padronizou o uso de peixes pertencentes a familia Cyprinidae em 2016 como

Pimephales promelas e D. rerio (NBR 15088:2022) para testes de toxicidade aguda.

2.5 BIOMARCADORES

Os biomarcadores podem ser definidos como alteragdes bioldgicas mensuraveis que
estdo associadas a exposi¢ao do organismo a agentes estressores. As alteracdes podem ser

observadas em diferentes niveis em um sistema biologico (Oliveira; Baldan, 2022) (Figura 3).
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Figura 3 - Ordem sequencial de respostas aos poluentes dentro de um sistema bioldgico.
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peixes como ferramenta para avaliagdo de contamina¢do ambiental por merctrio (Hg). Oecologia Brasiliensis,

v. 12, n. 4, p. 680-693, 2008. Acesso em 12 set. 2024.

Estudos revelam danos genotdxicos em peixes quando expostos a diferentes classes
de agrotéxicos (Carmo; Silva; Amiliato, 2020; Da Rosa Neto; Gehlen; Basso Da Silva, 2022;
Santos-Filho, 2022; Soares; Silva, 2023). A preocupagdo da exposi¢do a esses compostos se
deve ao fato desses agentes serem capazes de interagir com o material genético das células,
causando lesdes que ndo sdo possiveis de serem reparadas (Parvan et al., 2020). Alguns
ensaios de avaliagdo de genotoxicidade sdo capazes de detectar aberragdes cromossomicas
(ACs), troca de cromatides irmas (SCE), microntcleos (MN) e mutagdes pontuais e
oncogénicas (Valente et al., 2017).

A avaliagdo das anomalias nucleares e¢ o teste de micronicleo pisceo sdo
reconhecidos na investigacdo de efeitos genotdxicos de poluentes ambientais em peixes
(Al-Sabti, 1986). O teste de microntcleo foi adaptado por Hooftman e Raat (1982), para o
estudo de células sanguineas de peixes mantidos em laboratorio, com base no teste de
microndcleo originalmente desenvolvido por Schmid (1975) para células da medula 6ssea de
camundongos. O teste de MN estd relacionado a alteragdes cromossOmicas, na qual o
micronucleo é formado durante o processo de divisao celular (meiose ou mitose), compondo
uma pequena massa nuclear delimitada por uma membrana, sendo encontrado separado do
nucleo principal (Giardini, 2016). Sua formacdo decorre de alteragdes estruturais
cromossOmicas ocasionadas por fatores ambientais ou, ainda, de falhas no fuso mitético,
sendo, portanto, excluido do novo nucleo formado na telofase (Giardini, 2016; Rieger;
Michaelis; Green, 1968). Para as alteragdes derivadas de fatores ambientais, os pesquisadores
Al-Sabti e Metcalfe (1995) afirmam que o teste de micronicleo em peixes apresenta

efetividade para detectar a presenga de substancias clastogénicas no meio aquoso, uma vez
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que os peixes teledsteos apresentam eritrocitos nucleados, a presenca de micronucleos nestas
células pode ser analisada e usada como medida da atividade clastogénica de substancias no
ambiente aquatico. Como os micronucleos sdo formados durante a meiose ou mitose, 0s
danos causados no DNA somente serdo expressos em MN apds um ciclo de divisdo celular
(Fenech, 1997).

Além de MN, outras alteracdes morfologicas nucleares ja foram registradas (Figura
4), e sao descritas e classificadas pelos autores Carrasco, Tylbury e Myers (1990), sendo: 1)
Blebbed: nucleos com uma pequena evaginacdo da membrana nuclear, parecendo conter
eucromatina ou heterocromatina. Os tamanhos das evaginacdes situam-se na faixa de
pequenas protuberancias até estruturas completamente circunscritas, semelhantes aos
micronucleos, mas ainda ligadas ao nucleo principal; i1) Lobed: nlcleos com evaginagdes
mais largas do que as descritas para os Blebbed. Nao ha tanta defini¢do como a citada
anteriormente. Alguns nticleos apresentam varias desta estrutura; iii) Vacuolated: nicleos que
apresentam uma regido semelhante a vacuolos no seu interior. Os vactolos apresentam-se
destituidos de qualquer material visivel no seu interior; iv) Notched: nliicleos que apresentam
um corte bem definido em sua forma. Geralmente com uma profundidade apreciavel no
nucleo. Esses cortes ndo possuem nenhum material nuclear e parecem ser delimitados pela

membrana nuclear.

Figura 4 - Alteracdes morfoldgicas nucleares. Blebbed, Bud, Condensed, Notched, Lobed, Micronucleo e
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Fonte: GOMES, Juliana M. M et al. What the Erythrocytic Nuclear Alteration Frequencies Could Tell Us about

Genotoxicity and Macrophage Iron Storage? Plos One, v. 10, n. 11, 2015. Acesso em: 13 de set. 2024.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MODELO BIOLOGICO: Danio rerio

Utilizou-se um lote padrao de 40 peixes da espécie D. rerio adultos, medindo em
média 2,77 £ 0,46 cm, adquiridos em loja comercial na cidade de Unido da Vitdria - Parana.
Os protocolos envolvendo os animais foram submetidos a avaliagdo e aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa-Animal (CEUA) - UNESPAR, n° 007/2023. Os peixes foram levados
para o Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa do Curso de Ciéncias Biologicas, na
Universidade Estadual Do Parana (UNESPAR), campus de Unido da Vitoria.

O lote foi distribuido aleatoriamente em dois aquarios, contendo 20 individuos em
cada um. Inicialmente, os peixes foram aclimatados por um periodo de 60 horas, sob aeracao
constante ¢ alimentados diariamente com larvas congeladas de Chironomidae. Os aquarios
foram externamente revestidos com papel kraft para a diminuicdo de fatores externos que
pudessem ser estressantes aos peixes, como a propria movimentagdo de pessoas no

laboratério (Figura 5).

Figura 5 - Aquarios revestidos com papel kraft.

Fonte: Autora, 2024.

Os aquarios continham um volume total de 20L de 4gua mineral, com o pH
previamente ajustado, conforme as especificagdes da ABNT NBR 15088 de 2022. A agua
mineral continha a seguinte formula¢do quimica: HCO;-=3.98 mg/L; K=1.493 mg/L;
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Sr=1,012 mg/L; SO+£-=1.01 mg/L; Na=0.681 mg/L; Ca=0.297 mg/L; Cl=0.20 mg/L;
NO;-=0.14 mg/L; Mg=0.123 mg/L; Ba=0.068 mg/L.

3.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DA AGUA

Durante o bioensaio, as seguintes variaveis fisico-quimicas da agua foram
mensuradas: temperatura, amoénia, pH e oxigénio dissolvido. Para a mensuracdo da
temperatura, foi utilizado um termometro quimico de escala externa; para o teste da amonia
um kit comercial (Labcon Teste); o pH foi analisado com fitas indicadoras de pH; e o

oxigénio dissolvido foi mensurado por kit comercial (Alfakit).

3.3 EXPOSICAO AO CONTAMINANTE

Apbs o periodo de aclimatagdo, um dos aquarios foi contaminado com 65ug/L de
glifosato na formulagdo original Glyphosate Roundup®, contendo Sal de Di-amoénio de
N-(phosphonomethyl)glycine (Glifosato) a 445 g/L (44,5% m/v), Equivalente acido de
N-(phosphonomethyl)glycine (Glifosato) a 370 g/L (37,0% m/v) e outros ingredientes a 751
g/L (75,1% m/v). O aquario sem adi¢do de glifosato caracterizou o grupo controle do estudo.
O uso da concentracdao regulamentada foi de acordo com a Resolugdo CONAMA n° 357 de
2005, que determina 65ug/L como o valor maximo permitido em aguas doce de classe 1
(Brasil, 2005).

O bioensaio ¢ caracterizado do tipo agudo (96 horas de exposi¢do ao contaminante) e
semi estatico devido a renovagcdo do meio apos 48 horas da exposicio (ABNT NBR

15088:2022).

3.4 ANALISES DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS NUCLEARES

Posteriormente ao periodo de exposi¢do, o grupo experimental ¢ o grupo controle
foram retirados dos aquérios e sedados em uma solucdo contendo 4gua e dleo de cravo,
seguido da eutandsia via sec¢cdo medular para a coleta de sangue. A partir de algumas gotas de
sangue sobre a lamina (Figura 6), aplicou-se a técnica de esfregaco sanguineo.

ApoOs o esfregaco, as laminas foram secas por um periodo de 24 horas, fixadas em

etanol 96% por 30 minutos e novamente secas ao ar. As amostras foram coradas com Giemsa
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a 10% diluida em tampao fosfato (pH 6,8) por 10 minutos, e posteriormente foram observadas
sob ampliagdo de 400x no microscopio Optico. A técnica permitiu a andalise, contagem de
2000 eritrocitos para cada individuo, identificacdo e classificag@o das alteracdes morfoldgicas

nucleares, conforme descreve Carrasco et al. (1990).

Figura 6 - Coleta de sangue para a técnica do esfregago sanguineo.

Fonte: Autora, 2024.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para as analises estatisticas, o nivel de diferenca significativa em relagao ao controle
com o grupo experimental foi analisado com o teste T (distribui¢do normal dos dados) ¢ o
teste de Wilcoxon (Wilcoxon 1945) (distribuicdo ndo normal dos dados), assumindo o nivel
de significancia de p<0,05. Todas as analises foram realizadas no ambiente R usando o pacote

Vegan (versao 4.4-1, R Core Team 2022).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DA AGUA

As variaveis de qualidade de agua de pH (7,6 = 0,1), temperatura (19°C + 0,4),
oxigénio dissolvido (9,0 mg/L + 0,5) e amonia (NH;) (0.006 mg/L + 0,2) mantiveram-se
dentro dos padrdes para o cultivo dos organismos estabelecidos pela ABNT NBR 15088 de
2022.

42 ANALISE DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS NUCLEARES

A partir dos dados obtidos, observou-se uma frequéncia significativa de alteracdes
morfologicas nucleares (p<0,05) nas amostras testadas do grupo experimental em relacao ao
controle (Figura 7). No grupo controle ndo houve a presenca de qualquer alteracdo na
membrana nuclear. Os nucleos apresentaram bolhas, aspecto lobado e entalhado, e nucleos
binucleados (Figura 8), sendo esta a alteragdo mais frequente, seguida de nucleos entalhados e
lobados. Nucleos com bolhas foi uma alteracdo que ndo apresentou frequéncia significativa
(p>0,05). No grupo experimental ndo houve mortalidade, visto que a concentracdo utilizada

ndo se aproxima da concentragdo letal para esta espécie.

Figura 7 - Grafico com as frequéncias de variagdes encontradas na analise das alteragdes morfologicas celulares.
As barras mostram o desvio padrdo. No total, 30 peixes foram utilizados nas analises. * Alteracdo estatistica

significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle.

1.0
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0.0
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Fonte: Autora, 2024.

Figura 8 - Classificagao das alteragdoes morfologicas nucleares registradas. A - Células normais; B - Binucleos; C

- ntcleo entalhado; D - nicleo lobado; E - niicleo com bolhas. As alteragdes foram identificadas de acordo com a

descri¢do de Carrasco ef al. (1990).

%\ V. )
-

Fonte: Autora, 2024.
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5 DISCUSSAO

Os resultados suportados pela diferenca estatistica significativa do grupo
experimental em relagdo ao grupo controle permite inferir a capacidade do herbicida glifosato
em interagir com o nucleo celular de eritrocitos, conhecido como efeito genotdxico, visto as
diferentes alteragdes morfologicas nucleares registradas no presente estudo. Dentre as
alteragdes nucleares identificadas, a do tipo Binucleo foi a mais frequente neste estudo. As
células binucleadas sdo caracterizadas por uma duplicacdo nuclear, onde dois nucleos, com
tamanhos e intensidades de coloracdo semelhantes, podem ser observados em uma unica
célula (Gongalves, 2022). Sua formagdo acontece principalmente através do bloqueio da
citocinese, que impede a divisdo completa da célula apds a mitose. Isso resulta na formacao
de células que completaram a divisao nuclear, mas nao a divisdo citoplasmatica, levando a
presenga de dois nucleos em uma unica célula (Fenech et al., 2011). Essa alteragdo também
foi observada por Jindal e Verma (2015) em um estudo experimental com o peixe Carpa rohu.
Estudos com diferentes espécies reforcam o potencial genotdxico do glifosato para este grupo.
No estudo de Turek (2017), ao testarem duas concentragdes do herbicida Roundup® (1,58
mgL™" e 5,0 mgL") com espécimes de Lambari, maiores da estabelecida pela legislagdo, em
cinco dias, os resultados indicaram que os individuos expostos a concentra¢do de 5 mgL
foram os que apresentaram significante indice de AMNs. Em concentracdes menores (3,7,
7,4, 11, 15pg/L), como estudado por Andrade et al. (2024), foram relatados varios tipos de
alteracbes no nucleo em todas as concentracdes testadas nas espécimes de
Lambari-do-rabo-amarelo. Na concentracdo regulamentada pelo CONAMA, Carmo, Silva e
Armiliato (2020) registraram aumento significativo de micronucleos (MNP) na exposicao de
D. rerio ao Roundup®. O padrao de aumento da frequéncia das AMNs ¢ explicado por
Khatun et al. (2021), no qual afirma ser um fator dependente do tempo e da dose do composto
quimico presente na agua. Ao analisar os dados existentes na literatura cientifica, percebe-se
que, independentemente da concentracdo, o glifosato comercial possui a capacidade de
interagir com o material genético dos eritrdcitos.

Embora no presente estudo ndo tenhamos observado o aparecimento de MNP, isso
ndo implica necessariamente a auséncia de efeitos genotdxicos da substincia, pois foram
registrados outros tipos de AMNs. O teste de MNP confere quebras cromossomicas que
derivam de danos ao DNA, mas para serem detectadas € necessario que as células realizem o

processo de mitose € que ocorra pelo menos um ciclo celular (Udroiu, 2006).
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O mecanismo de agdo responsavel pela genotoxicidade do glifosato ndo ¢
completamente compreendido, mas na literatura sdo descritos muitos processos que
ocasionam as irregularidades no nucleo celular. Alberts et al., (2017) afirma que o
aparecimento de anormalidades no nucleo celular pode ter relacdo devido a influéncia dos
compostos genotoxicos sobre a integridade da lamina nuclear, proteina responsavel por
conferir estabilidade e o formato oval regular do nucleo. Bombail ef al., (2001) descreve sobre
um atraso do material nuclear na mitose, o que resulta em um nucleo nao oval, mas apresenta
cromatina preeminente. Ainda, Larmarcovai et al., (2008) comenta que por se tratar de um
efeito que acontece durante a atividade mitotica das células, ocorre a quebra de cromossomos
devido a lesdes nao reparadas, mal reparadas ou mal segregacdo de cromossomos devido a
disfungdes mitdticas, ocasionando anormalidades no nucleo. Em estudos de avaliagao
bioquimica a partir da influéncia do glifosato, foi observado um aumento da peroxidagdo
lipidica (LPO), o que também ocasiona perda do material genético, e eventualmente
compromete a funcdo celular (Guéraud et al., 2010; Gentile et al., 2017; Taso et al., 2019).
Outro fator relevante, do tipo citotéxico, pode mascarar a indugdo de lesdes nucleares por
agentes genotdxicos, por promover a apoptose de eritrocitos ao invés de formar danos
celulares nao letais (Brunetti ef al., 1988).

A longo prazo, dependendo das células afetadas, surgem diferentes efeitos. Costa e
Teixeira (2012) apontam que os efeitos genotoxicos em células somaticas podem culminar na
divisdo descontrolada e anormal de células (formacao de tumores). O aparecimento de
alteracdes morfoldgicas nucleares reflete uma perda de estabilidade no genoma, que pode
comprometer a capacidade do organismo de manter a integridade celular (Fenech et al.,
2011). O impacto desse dano genético sobre um individuo varia de acordo com a sua
natureza, a capacidade de reparo celular, a expressdo e a capacidade do organismo de
reconhecer e suprimir a multiplicagao de células aberrantes (Silbergeld, 1998).

O aparecimento de AMNs a partir da interacdo de um organismo com o glifosato ¢
discutido entre autores que afirmam haver relacdo a partir da exposi¢ao a esse contaminante,
mas principalmente as suas complexas formulacdes comerciais, diante da adigdo de
surfactantes, sendo a etilamina a mais usada, cuja finalidade ¢ facilitar a penetracdo do
glifosato na superficie foliar (Amarante-Junior; Santos, 2002; Ghisi; Oliveira; Prioli, 2016;
Kier; Kirkland, 2013). Dessa forma, a associagdo com o glifosato torna possivel a formulagao
de um agente quimico mais toxico e com efeitos ainda mais significativos sobre a biota
aquatica. Ainda que o glifosato seja considerado um agente com baixa toxicidade, como

define o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais Renovaveis
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(IBAMA), alguns autores sugerem que os peixes estdo entre os animais mais sensiveis a
exposicao deste herbicida, confirmando o que foi avaliado neste estudo (Amarante-Junior;
Santos, 2002). E importante considerar que por se tratar de um herbicida ndo seletivo, sua
ampla aplicagdo leva a danos ao ambiente natural e a saide dos mais variados tipos de
organismos além de peixes, como microcrustaceos, anfibios e abelhas (Antunes et al., 2023;
Herek, 2017; Pereira et al., 2022).

Considera-se emergente garantir a integridade ambiental dos corpos d’agua, visto
que os peixes estdo entre os grupos de animais afetados pela presenca de contaminantes. Isso
deve-se a suscetibilidade que estes organismos se encontram, devido a possibilidade de
absor¢do via superficie do corpo, pelos tecidos respiratorios, ¢ quando associados aos
sedimentos, também podem vir a ser ingeridos e consequentemente absorvidos pelos tecidos
(Costa et al., 2008).

Diante dos mecanismos complexos que envolvem os efeitos genotdxicos dos
agrotoxicos, cabe reforcar a necessidade de mais estudos que busquem esclarecer os fatores ja
evidenciados, mas também, aqueles ainda nao compreendidos por completo ou
desconhecidos, na perspectiva de que os valores permitidos em 4guas brasileiras do glifosato
e de outros compostos quimicos que apresentam riscos a biota aquatica sejam revisados, na

garantia da protec¢ao dos corpos d’agua.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A interacdo do herbicida comercial glifosato com o nucleo celular pode ser
observada a partir do aparecimento de deformidades sobre a membrana nuclear, que sdo
caracterizadas por irregularidades que ndo obedecem a morfologia oval do nucleo em
eritrocitos de peixes. A presenca dessas alteracdes demonstra variadas interferéncias sobre a
realizagdo de funcdes basicas celulares, como disfungdes mitoticas e lesdes ndo reparadas
sobre o material genético. A concentracdo testada, permitida pela resolucio CONAMA em
aguas doces de classe 1, ndo garante auséncia de danos a biota aquatica, sendo necessario
reavaliar a regulamentagdo vigente sobre a concentragdo méaxima permitida de glifosato em
ambientes aquaticos.

O uso do bioensaio e do modelo biologico D. rerio foram elementos promissores nos
resultados obtidos, e demonstram ser uma importante ferramenta na avaliagdo dos efeitos de
contaminantes sobre organismos vivos. Considerando a exposi¢ao constante de organismos a
esses compostos em ambientes naturais, € a formulacdo de substancias ainda mais toxicas, os
resultados sugerem que mais pesquisas sdo necessarias para avaliar os efeitos cronicos e a
longo prazo de baixas doses de glifosato, com o objetivo de compreender de forma completa

as implicagdes ecoldgicas dessa exposigao.
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