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Toxicidade aguda do herbicida roundup® para piaucu (Leporinus macrocephalus).

Acute toxicity of the herbicide roundup® for piaucu (“Leporinus macrocephalus”).
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RESUMO

O Roundup® (glifosato) é um herbicida amplamente
utilizado tanto em areas agricolas como n@o
agricolas em todo o mundo. A exposi¢do ambiental
pode ocorrer por causa da deposi¢ao devido a
deriva e lancamento acidental. O presente estudo
foi realizado com o objetivo de avaliar a toxicidade
aguda do herbicida Roundup® sobre juvenis de
piaugu (Leporinus macrocephalus), identificando a
CLs, para a espécie e avaliando alteracdes hepaticas
em peixes expostos a doses abaixo da CLsy do
Roundup® por 96 horas. As concentragdes testadas
foram: 6,67; 13,33; 20,00; 26,67; e 33,33 ppm do
Roundup®. A CLs, do Roundup para piaugus foi de
15,8 ppm do produto comercial, sendo considerado
pouco toxico de acordo com a classificagdo do
IBAMA. No entanto, mesmo em concentracdes
abaixo da CLsy, o herbicida foi capaz de causar
danos ao figado dos peixes expostos.

Palavras-chave: CLs, glifosato, histopatologia-
peixe.

INTRODUCAO

Existem centenas, talvez milhares, de
poluentes que afetam o ambiente aquatico
e cujos efeitos sdo preocupantes. Esse
numero cresce anualmente, considerando-
se que novos compostos e formula¢des sdo
sintetizados. A poluicdo aquatica esta

SUMMARY

Roundup® (glifosate) is a widely used herbicide
such for agricultural areas as for not agricultural in
the whole world. Ambient exposition can occur
because of the deposition due to drift and accidental
launching. The present study aimed to evaluate
acute toxicity of the herbicide Roundup® to
juveniles piaugu (Leporinus macrocephalus), and
identify the CLs, for the species and evaluate
hepatic changes in exposed fish to doses below of
the CLsp of Roundup® for 96 hours. Tested
concentrations were: 6.67; 13.33; 20.00; 26.67; and
33.33 ppm of the Roundup®. The CLs, of the
Roundup for piaugu was 15.8 ppm of the
commercial product, being considered little toxic
according to IBAMA classification. However, even
with concentrations below of the CL50, the
herbicide was able to cause damages to the liver of
the exposed fish.

Key-words: fish-histopathology, glyphosate, LCsj.

comumente associada a descarga de
efluentes domésticos, industriais ou
agricolas. Em 4reas agricolas, a lixiviagdo
de aguas superficiais e a infiltragdo da agua
intersticial em rios e lagos podem
introduzir  nutrientes (a  partir  de
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fertilizantes) e agrotoxicos, em quantidades
substanciais, nesses corpos d’agua
(MARTINEZ; COLUS, 2002).

O glifosato ¢ um herbicida pds-emergente,
organico e nao-seletivo que ¢ usado tanto
em areas agricolas como nao-agricolas em
todo o mundo. Embora seja aplicado em
varias culturas, em diferentes formulagdes
comerciais, sua principal formulacao ¢ o
Roundup®, da industria Monsanto. A
exposicado ambiental pode ocorrer por
causa da deposicdo devido a deriva e
lancamento acidental (WHO, 1994). Na
agricultura sdo amplamente utilizados em
culturas geneticamente modificadas
tolerantes ao glifosato e também em
jardins, quintais e outras areas nao-
agricolas (COX, 2004).Com a
implementagao dos transgénicos,
resistentes a herbicidas, o glifosato tornou-
se produto imprescindivel a agricultura,
tendo seu consumo aumentado
significativamente (CUNHA, 2005).

Os testes de toxicidade possibilitam
estabelecer limites permissiveis para varias
substancias quimicas, além de avaliar em o
impacto de misturas de poluentes sobre os
organismos aquaticos dos corpos hidricos
receptores (BERTOLETTI, 1990).
Segundo Lombardi, (2004) os testes de
toxicidade aguda s3o experimentos de
curta duracdo, que proporcionam rapidas
respostas em estudos sobre efeitos toxicos
letais, em que o objetivo ¢ determinar a
Concentracdo Letal Média (CLsp) de uma
certa substancia, sobre os organismos
aquaticos, em um tempo de 24 a 96 horas
de exposicao.

Muitas vezes, mesmo em concentragdes
aquaticas ndo letais, os agrotoxicos afetam
a estrutura e a funcdo das comunidades
naturais. No ambiente aqudatico, o0s
agrotéxicos provocam impactos em
multiplos niveis, incluindo moléculas,
tecidos, orgaos, individuos, populacdes e
comunidades (GRISOLIA, 2005). Peixes
sdo relativamente sensiveis a mudangas no
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ambiente e efeitos toxicos de poluentes
podem ser evidentes em nivel celular e
tecidual, antes que mudangas significativas
no comportamento ou na aparéncia externa
possam ser identificadas (van DYK, 2005).
Os hepatocitos podem ser considerados
alvos primarios de agentes toxicos, o que
lhes confere adequagdo como
biomarcadores de poluicdo ambiental
(BRAUNBECK, 1998).

Neste trabalho, optou-se por utilizar o
Roundup®, principal formulagao
comercial a base de glifosato (WHO,1994;
GRISOLIA, 2005), pois na agricultura sdo
utilizadas formula¢des comerciais € nao os
ingredientes ativos.

No Brasil, a literatura pertinente a estudos
de toxicidade do Roundup® com espécies
nativas ¢ ainda incipiente, merecendo
destaque trabalhos com o tambaqui
(MIYAZAKI et al, 2004), o jundid
(RIGOLIN-SA, 1999; SILVA et al., 2004)
e o curimbatd (LANGIANO, 2006). O
piaucu (Leporinus macrocephalus) ¢ uma
das espécies nativas de peixe de agua doce
mais cultivadas no pais (MARTINS;
YOSHITOSHI, 2003; TATAIJE;
ZANIBONI FILHO, 2005).

O presente estudo foi realizado com o
objetivo de avaliar a toxicidade aguda do
herbicida Roundup® sobre o piaucu
(Leporinus macrocephalus), identificando
a CLsp para a espécie e avaliando
alteracdes histologicas no figado dos
animais sobreviventes.

MATERIAL E METODOS
Animais

O experimento foi realizado com juvenis
de piaucu (Leporinus macrocephalus)
adquiridos de uma fazenda comercial no
estado de Mato Grosso do Sul. Foi
utilizado um total de 90 peixes com pesos
médios de 2,0 £ 0,2 ge 5,0 + 0,2 cm de
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comprimento total. Os animais foram
previamente aclimatados em tanques de
amianto com aeragao artificial e oferta de
racdo comercial extrusada com 40% de
proteina bruta e 8% de extrato etéreo, trés
vezes ao dia, por um periodo de 10 dias
antes do inicio do experimento. A
alimentagdo foi suspensa 24 horas antes do
inicio do experimento, de acordo com as
recomendacdes das normas de ensaio de
toxicidade aguda com peixes, da
Associagao Brasileira de Normas Técnicas
— ABNT (ABNT, 1993).

O herbicida

O herbicida utilizado foi o Roundup®,
produto comercial a base de glifosato,
produzido pela empresa Monsanto e
registrado no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, sob numero
00898793  (AGROFIT, 2006). Na
composi¢ao, estao presentes 480 g/L de sal
de isopropilamina de N-(fosfometil)
glicina, 360 g/L de equivalente acido de
N-(fosfometil) glicina (Glifosate) e 684
g/L de ingredientes inertes. E um produto
de classe toxicologica IV — pouco téxico e
classe III — perigoso ao meio ambiente.

Qualidade da agua

Os parametros de qualidade da dgua, como
oxigénio dissolvido, pH, temperatura e
condutividade foram medidos antes do
inicio do experimento e a cada 24 horas; a
alcalinidade e amonia total foram medidas
no inicio do periodo experimental. O
oxigénio dissolvido foi medido através do
medidor de oxigénio dissolvido
(Instrutherm MO-880); o pH pelo medidor
de pH digital portatil de bolso (Instrutherm
pH-1700); a temperatura por meio de
termOmetro de espeto digital (TE-300); a
condutividade pelo condutivimetro de
bolso (Instrutherm-CD-840) e a amonia
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total e alcalinidade pelo kit colorimétrico
(Alfakit).
Delineamento experimental

O experimento foi realizado num periodo
total de 96 horas, com observagao ¢
quantificagdo de mortalidade a cada 24
horas. Para tanto, foram utilizadas 18
caixas plasticas com 15 litros de agua
declorada, em sistema estatico com
aeracdo artificial. Foram utilizadas cinco
diferentes concentra¢des do herbicida ¢ um
controle, com trés repeticdes por
tratamento. As concentragdes utilizadas
foram 6,67; 13,33; 20,00; 26,67 ¢ 33,33
ppm do produto comercial Roundup®.
Foram utilizados 5 peixes por -caixa,
perfazendo um total de 15 peixes por
tratamento. Ao final do experimento,
foram coletados 5 animais de forma
aleatoria das duas concentragdes mais
baixas, em que ndo houve mortalidade
total, para analise histologica de figado.
Para tanto, os animais foram anestesiados
com benzocaina (100 mg/L) e a eutanasia
realizada através de seccao medular.

Os  procedimentos utilizados nesse
experimento estiveram de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagio
Animal, recomendados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).

Histologia

Os fragmentos de figado utilizados para
andlise histologica foram fixados em alfac
(85% alcool a 80%, 10% formol a 40% e
5% de acido  acético)  durante
aproximadamente 16 horas, sendo, em
seguida, a solugdo substituida por alcool
70%.  Seguiu-se 0  processamento
histolégico de rotina, utilizando-se como
corantes hematoxilina e eosina - HE
(LUNA, 1968). Os cortes foram analisados
em microscopio de luz e, apos andlise das
laminas, as alteragdes encontradas foram
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registradas, fotografadas e classificadas
individualmente de acordo com o grau de
freqiiéncia da lesdo no tecido. Nesse
contexto, foi utilizada a seguinte pontuacao
por lamina: 0 - nenhuma alteragdo
observada; 1- alteracdo discreta; 2-
alteracdo moderada e 3- alteragdo intensa.
Com esses valores de pontuagdo foi
calculada uma média do grau de alteracao
para cada grupo, sendo classificados em
discreto (0,1 a 1,0), moderado (1,1 a 2,0) e
intenso (2,1 a 3,0).

Estatistica

Para a determinacdo da CLsy os dados de
mortalidade observados foram avaliados
com o programa estatistico Trimed
Sperman Karber (HAMILTON et al.,
1977). Na andlise das alteracdes
histolégicas foi utilizado o teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do
teste de Dunn, quando aplicavel, sendo
considerados significantes os valores de P
<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. CLsy do Roundup® para piaugus
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A qualidade da agua avaliada durante o
periodo experimental ndo diferiu entre os
dias nem entre os diferentes tratamentos,
mantendo-se em média com 7,6 = 0,2
mg/L de oxigénio dissolvido, 0,29 + 0,0
mS/cm de condutividade, pH de 8,0 + 0,1 e
uma temperatura média de 28,1 = 0,1°C. A
amonia total mostrou-se inferior a 0,5 + 0,0
mg/L e a alcalinidade em torno de 30 = 0,1
mg/L. Esses resultados encontram-se
dentro da faixa determinada como
adequada para peixes de 4gua doce
(OSTRENSKY; BOEGER, 1998;
MOREIRA et al., 2001; ARANA, 2004).
Em estudos realizados por Folmar et al.,
(1979), o Roundup® foi mais toxico para
truta e bluegill nos testes com temperaturas
mais elevadas e no pH 7,5, em comparagao
com pH 6,5. O aumento da toxicidade nao
foi observado com pH 8,5 ou 9,5. De
acordo com essas observagdes, nota-se que
o presente trabalho foi realizado em
condigdes ideais para avaliacio de
toxicidade.

O valor de Clsp 96 horas do Roundup®
para piaucu, encontrado neste trabalho foi
de 15,18 ppm. A Tabela 1 apresenta os
valores de CLsy calculados em ppm do
produto comercial total em 24, 48, 72 ¢ 96
horas e seus limites de confianga.

CLs ppm de Roundup®
24 horas 15,74 (14,67 — 16,89)
48 horas 15,18 (13,78 - 16,71)
72 horas 15,18 (13,78 - 16,71)
96 horas 15,18 (13,78 - 16,71)

CLs, ( limite inferior - limite superior)

Mitchell et al., (1987) encontraram em
salmonideos, CLsy 96 horas para o
Roundup® que variaram de 15 mg/l a 26
mg/l,  podendo ser  considerados
ligeiramente toxicos, de acordo com a U.S.
Fish and Wildlife Service. De acordo com

essa classificacdo, o Roundup® também
seria considerado ligeiramente toxico para
piaucus. Porém, de acordo com a
classificagdo dos agrotoxicos, segundo a
CLsy estabelecida pelo IBAMA em 1990
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(MACHADO, 1999), o Roundup® pode
ser considerado pouco toxico para piaugus.
A maioria dos estudos de toxicidade aguda
com o glifosato refere-se a espécies de
clima temperado, poucos foram
encontrados em espécies de clima tropical.
Ensaios com espécies nativas do Brasil
foram realizados por Langiano (20006),
com o curimbatd, Miyazaki, et al. (2004),
com o tambaqui, Silva, et al. (2004), com o
jundia (Rhamdia quelen), e por Rigolin-Sa
(1999), com o jundid (Rhamdia hilarii). A
Tabela 2 apresenta diferentes relatos de
toxicidade aguda com o Roundup® em
diferentes  espécies. Os  resultados
encontrados nado diferem muito entre si,
estando todos dentro da faixa descrita
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como pouco toxicos, de acordo com a
classificagdo dos agrotoxicos segundo a
CLso estabelecida pelo IBAMA em 1990
(MACHADO, 1999).

A CLsy encontrada para piaugus neste
experimento  demonstra uma  maior
sensibilidade dessa espécie, em relagdo a
outras espécies tropicais como o tambaqui
e o hibrido tambacu, (MIYAZAKI et
al.,2004) e uma menor sensibilidade,
quando comparado com o jundid
(RIGOLIN-SA, 1999; SILVA, ef al., 2004)
e curimbatd (LANGIANO, 2006) (Tabela
2).

Tabela 2. Clso Roundup® para diferentes espécies de peixes dulcicolas

Espécie Cl50(96h) Roundup® Autor

Piaugu (Leporinus macrocephalus) 15,18 ppm Presente trabalho
Curimbata (Prochilodus lineatus) 13,69 ppm Langiano (2006)
Tambaqui (Colossoma macropomum) 19,94 mg/1 Miyazaki et al.(2004)
Tambacu (C. Macropomum X Piaractus . .

. 24,90 mg/1 Miyazaki et al. (2004)
mesopotamicus)
Jundia (Rhamdia quelen) 10 mg/1 Silva, et al. (2004)
Jundia (Rhamdia hilarii) 10,6 mg/1 Rigolin-S4 (1999)
Bagre do canal (Ictalurus puncatatus) 14,5 mg/1 Abdelghani et al. (1997)

Bluegill sunfish (Lepomis macrochirus)
Tilapia do Nilo jovem (Oreochromis niloticus)
Tilapia do Nilo adulta (Oreochromis niloticus)
C. auratus

Chinook salmon (Oncorhynchus tshawytscha)
Coho salmon (Oncorhynchus kisutch)

Truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)

13 mg/l Abdelghani et al. (1997)

16,8 ppm Jiraungkoorskul, e a/.(2002)
36,8 ppm Jiraungkoorskul, et al. (2002)
25,605 mg/1 Anton, et al.(1994)
20 mg/1 Mitchell et al.(1987)
22 mg/l Mitchell et al.(1987)
26 mg/l Mitchell et al. (1987)

A CLsp € um dado muito importante para a
avaliagdo de toxicidade de uma substancia,
porém, nem todos os pesticidas provocam
morte imediata dos peixes e doses subletais
podem causar outros distirbios a saude
desses animais, portanto as alteragdes
histologicas em tecidos de peixes
constituem ferramenta sensivel para
detectar os efeitos toxicos diretos de
compostos quimicos em Orgdos-alvo,

sendo indicadores potentes da exposi¢cdo
prévia a estressores ambientais (HINTON
etal., 1992; SCHWAIGER, et al., 1997).

Alguns trabalhos tém demonstrado a
presenca de lesdes histologicas em Orgaos
de peixes expostos ao glifosato. Neskovic
et al. (1996), trabalhando com carpas
expostas a 2,5; 5e¢ 10 mg/L de glifosato
por 14 dias, e Rigolin-Sa (1999),
estudando jundias expostos a
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concentracdes de Roundup®™, que variaram
de 8 a 12 mg/L, por 96 horas, relataram
alteragdes hepaticas, renais e branquiais.
Da mesma forma, Jiraungkoorskul et al.
(2002)  observaram  alteracdes  em
branquias, figado e rins de tilapias expostas
a 36 ppm de Roundup® por 24, 48, 72 ¢ 96
horas. Langiano (2006), trabalhando com
curimbatd, em exposi¢oes a 7,5 ¢ 10,0 ppm
de Roundup®, por 6, 24 e 96 horas,
encontrou alteragdes hepaticas, que embora
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reversiveis, comprometem 0
funcionamento normal do 6rgdo.

Na analise histopatoldgica do figado dos
animais desse experimento foi observada
uma vacuolizacdo moderada no controle e
no grupo exposto a 6,67 ppm de Roundup®
e discreta no grupo exposto a 13,3 ppm,
além de intensa congestdo de vasos e
sinusdides nos grupos expostos ao
herbicida (Tabela 3 e Figura 1).

Tabela 3. Médias e desvios-padrao do grau de alteragdes encontradas no figado dos peixes do
grupo-controle e dos grupos expostos ao Roundup®

CONTROLE 6,67ppm 13,3ppm

Vacuolizagio 1,4+£05° 1,4+£0,5° 0,8+0,4°
(moderado) (moderado) (discreto)

Congestdo 0,4+05"° 28+04° 22+08%°
(discreto) (intenso) (intenso)

Média + desvio-padrdo, n = 5.
Médias seguidas das mesmas letras, na mesma linha, ndo diferem entre si (P< 0,05).

Sk

Figura 1 A- fotomicrografia de figado de piaugu do g

rupo controle demonstrando vacuolizagdo moderada.

A o
’{.‘}27}?"*({:

HE 400x. B — fotomicrografia de figado de piaucu exposto a 13,3 ppm de Roundup® demonstrando
vacuolizagdo discreta. HE 400x. C - fotomicrografia de figado de piaugu do grupo exposto a 6,67ppm de
Roundup® demonstrando intensa congestao (setas). HE 100x

A congestdo de sinusoéides, além do inicio
de fibrose, foi uma alteragdo também
relatada por Neskovic et al. (1996), em
carpas (Cyprinus carpio) expostas 10 mg/L
de glifosato por 14 dias. Langiano (2000),
além de outras alteracdes, também
encontrou  congestdo  hepatica  em

curimbatéas expostos a 7,5 e 10,0 ppm de
Roundup®, por 6, 24 e 96 horas.
Embora os hepatdcitos estejam geralmente
cheios de glicogénio ou gordura neutra, se
a alimentacdao for suficiente (ROBERTS,
1981), durante as fases de resposta ao
estresse podem ocorrer trés situagdes: a)
uma mobilizagdo do glicogénio hepatico na
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fase de alarme; b) na fase de resisténcia e
adaptagdo, o glicogénio pode estar baixo
ou nao; ¢) na fase de exaustdo ocorre uma
deplecdo do glicogénio hepatico (HEATH,
1995). A vacuolizacdo discreta encontrada

CONCLUSAO

A CLsy em 96 horas do Roundup® para
piaugus (Leporinus macrocephalus), nas
condi¢des experimentais utilizadas, foi de
15,8 ppm do produto comercial, sendo
considerado pouco téxico, segundo normas
de classificagdo do IBAMA. Apesar disso,
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