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RESUMO

Os herbicidas a base de glifosato (HBG), empregados nas lavouras para o controle do
crescimento de plantas indesejaveis, podem atingir os ecossistemas aquaticos € comprometer
os organismos nao alvos, como peixes ¢ invertebrados. Estudos focando a toxicidade de HBG
em crustaceos, principalmente caranguejos, tém demonstrado que o sistema reprodutor
feminino ¢é alvo da toxicidade do herbicida, interferindo na maturacdo ovariana, ¢
consequentemente na reproducao. Assim, Macrobrachium potiuna, um camarao de agua doce
endémico da fauna brasileira, de ampla distribuicdo geografica e que desempenha um papel
importante na cadeia alimentar de ecossistemas aquaticos tropicais, tem demostrado ser um
adequado organismo para estudos relacionados a toxicidade reprodutiva. Considerando que (i)
HBG sao os mais utilizados no mundo e que lideram o ranking de ingredientes ativos mais
comercializados no Brasil; (ii) as espécies apresentam sensibilidade diferenciada a um mesmo
agente toxico; (iii) sdo escassos os estudos avaliando o potencial toxicoloégico de HBG em
representantes endémicos da carcinofauna brasileira ¢ que (iv) os ovarios de crustaceos
decépodes, quando expostos a HBG, apresentam um comprometimento no ciclo reprodutivo e
consequentemente na maturacio ovariana pretende-se investigar os efeitos deste composto na
morfologia, morfometria e sobre os contetidos de carboidratos e proteinas presentes nas células
germinativas de M. potiuna. As fémeas foram coletadas na Cachoeira do Pogdo em
Florianopolis/SC, transportadas ao Laboratorio de Reprodug¢do e Desenvolvimento Animal
(LRDA/BEG/UFSC) e aclimatadas por 7 dias. As fémeas foram expostas por 14 dias as
concentracdes de 0,065 e 0,28 mg/L de Roundup WG® e um grupo 0,00 mg/L constituindo o
grupo controle. A caracterizagdo macroscopica dos estagios da maturagdo ovariana, analises da
biometria corporal e ovariana e a obtencao do indice gonadossomatico (IGS) foram realizados.
Para as analises da morfologia do ovario e das células germinativas, os ovarios foram fixados
em Bouin, incluidos em parafina, seccionados a 6 um, sendo as se¢des coradas em HE. Para a
quantificagdo dos polissacarideos acidos, neutros e de proteinas totais, realizou-se as técnicas
de Azul de Toluidina, Acido Periddico de Schiff e Azul Brilhante de Comassie, e a
quantificagdo da proteina vitelina foi realizada por imuno-histoquimica. A partir das analises
macroscopicas, foi possivel identificar trés estagios da maturacdo ovariana de M. potiuna
(inicial, intermediario e avangado), e através das analises microscopicas, foram categorizadas
as células germinativas em ovogonias, ovocitos pré-vitelogénicos I, ovocitos pré-vitelogénicos
II, ovocitos vitelogénicos e ovocitos maduros. A exposi¢ao de fémeas de M. potiuna ao
herbicida Roundup WG® aumentou o comprimento do maior e menor eixo dos ovocitos pré-
vitelogénicos e vitelogénicos das classes I e I, enquanto que reduziu o maior € menor eixo dos
ovocitos pré-vitelogénicos e vitelogénicos da classe 111, além de alterar o maior eixo dos nticleos
dos ovacitos pré-vitelogénicos e dos ovocitos vitelogénicos. O herbicida também aumentou o
conteudo dos carboidratos e proteinas dos ovocitos pré-vitelogénicos, vitelogénicos € maduros.
Mesmo em concentragdes ambientalmente relevantes para rios do Brasil, efeitos adversos do
HBG foram identificados sobre os ovoécitos de M. potiuna, o que pode representar um
importante risco para a reproducao destes crustdceos e, consequentemente, para a manutencao
da espécie.

Palavras-chave: Crustaceos, maturagdo ovariana, morfometria dos ovocitos, reprodugao,

glifosato.



ABSTRACT

Glyphosate-based herbicides (GBH), used in crops to control the growth of undesirable plants,
can reach aquatic ecosystems and compromise non-target organisms, such as fish and
invertebrates. Studies focusing GBH toxicity in crustaceans, especially crabs, have shown that
the female reproductive system can be a target of the herbicide toxicity, interfering in ovarian
maturation, and consequently in reproduction. Thus, Macrobrachium potiuna, a freshwater
prawn endemic to Brazilian fauna, with wide geographical distribution and an important role in
the food chain of tropical aquatic ecosystems, has been shown to be an adequate organism for
studies related to reproductive toxicity. Considering that (i) GBH are the most used herbicide
in the world and that lead the ranking of the most commercialized active ingredients in Brazil;
(1) the species have different sensitivity to the same toxic agent; (iii) there are studies evaluating
the toxicological potential of GBH in endemic representatives of Brazilian crustacean fauna
and that (iv) the ovaries of decapod crustaceans, when exposed to GBH, present a compromise
in the reproductive cycle and, consequently, in ovarian maturation, the aim of this study is to
investigate the effects of this compound on morphology, morphometry and on the content of
carbohydrates and proteins in the germ cells of M. potiuna. Females were collected at Cachoeira
do Pocdo, Floriandpolis/SC, transported to the Laboratorio de Reprodugdo e Desenvolvimento
Animal (LRDA/BEG/UFSC) and acclimated for 7 days. The females were exposed for 14 days
to concentrations of 0.065 and 0.28 mg/L of Roundup WG® and a 0.00 mg/L group constituting
the control group. The macroscopic characterization of the ovarian maturation stage, analysis
of body and ovarian biometrics and gonadosomatic index (GSI) were performed. For the
analysis of ovarian and germ cells morphology, the ovaries were fixed in Boiun, included in
paraffin, sectioned at 6 pm and stained in Hematoxylin and eosin For the quantification of acid
and neutral polysaccharides and total protein, the Toluidine blue, Periodic acid-reactive Schiff
and Coomassie Brilliant Blue techniques were performed, and the quantification of the vitelline
protein was performed by immunohistochemistry. From macroscopic analyzes, it was possible
to identify three stages of the ovarian maturation of M. potiuna (initial, intermediate and
advanced), and through microscopic analyzes, germ cells were categorized into oogonia, pre-
vitellogenic oocytes I, pre-vitellogenic oocytes II, vitellogenic oocytes and mature oocytes. The
exposure of M. potiuna females to the herbicide Roundup WG® increased the length of the
major and minor pre-vitellogenic and vitellogenic oocytes of classes I and II, while reducing
the major and minor axis of the pre-vitellogenic and vitelogenic oocytes of the class III, in
addition to altering the major axis of the pre-vitellogenic oocytes and vitelogenic oocytes. The
herbicide also increased the content of carbohydrates and proteins in pre-vitellogenic oocytes.
The herbicide also increased the content of carbohydrates and proteins in pre-vitelogenic,
vitelogenic and mature oocytes. Even at concentrations that are environmentally relevant to
rivers in Brazil, adverse effects of GBH have been identified on oocytes of M. potiuna, which
may represent an important risk for the reproduction of these crustaceans and, consequently,
for the maintenance of the species.

Keywords: Crustaceans; ovarian maturation, oocytes morphometry, reproduction, glyphosate.
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1 INTRODUCAO

A atividade agricola tem uma importante participacao na economia brasileira, fato que
tem contribuido para o crescimento do setor de agronegécio no pais (FAO-Food and
Agriculture Organization 2012, 2017). Entretanto, o incremento da producdo agricola com a
ampliacdo das areas de cultivo, estd intimamente associada ao uso extensivo de agrotoxicos,
devido a sua capacidade de aumentar a produtividade, reduzir a perda de colheitas e melhorar
a qualidade dos produtos (Coutinho et al., 2005; Rigotto et al., 2014).

Dentre os agrotoxicos, os herbicidas a base de glifosato (HBG) estdo entre os produtos
agricolas mais comercializados no mundo. Este ingrediente ativo ja foi encontrado em
ambientes aquaticos e sua preseng¢a pode causar prejuizos em diferentes organismos nao-alvos,
como anfibios (Navarro-Martin et al., 2014); peixes (Armiliato et al., 2014; Maskey et al.,
2019); moluscos (Akcha et al., 2012; Mottier et al., 2015) e crustaceos (Canosa et al., 2018;
Melo et al., 2019a,b; Canosa et al., 2019).

Em crustaceos, estudos de toxicidade do HBG avaliam os efeitos ocasionados por este
herbicida em tecidos, como o muscular (Frontera et al., 2011) e em 6rgaos, como as branquias
(Matozzo et al., 2018), hepatopancreas (Frontera et al., 2011, Melo et al., 2019a,b) e em gonadas
(Canosa et al., 2019). Os ovarios sdo importantes alvos do HBG e em crustaceos decapodes a
maturacao ovariana pode ser comprometida pela exposi¢ao ao herbicida, como demostrado nos
estudos realizados por Avigliano et al., (2018) e Canosa et al., (2018) no caranguejo Neholice
granulata.

Neste sentido, a realizagdo de analises morfologicas e morfométricas, sdo ferramentas
metodologicas que podem fornecer informagdes relevantes sobre os efeitos do HBG na
organizagdo estrutural e no processo de maturacdo dos ovarios de M. potiuna. Assim,
considerando a importancia da integridade deste 6rgdo para a manutengao da espécie, o presente
estudo representa a primeira tentativa de avaliar a toxicidade reprodutiva de um herbicida
amplamente utilizado, como o HBG, no ovéario de M. potiuna, uma espécie de crustdceo

ecologicamente importante dos ecossistemas brasileiros de dgua doce.

1.1 AGROTOXICOS E O POTENCIAL TOXICOLOGICO DO HERBICIDA GLIFOSATO

A legislagdo brasileira, Lei N° 7.802/1989, define que agrotdxicos e afins sdo produtos e

agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao uso nos setores de producao,
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armazenamento e beneficiamento, cuja finalidade ¢ alterar a composi¢ao da flora ou da fauna,
a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos (Brasil, 1989).

Entre os anos de 1975 a 2009, o Brasil foi o sexto maior consumidor de agrotoxicos do
mundo (Rebelo et al., 2010), sendo que seu consumo, em 2008, chegou a 496.000 toneladas de
ingredientes ativos, havendo cerca de 1.670 formulagdes disponiveis no mercado (ANVISA,
2015; Barbosa et al., 2015). Dentre os agrotoxicos mais aplicados em areas agricolas no pais,
encontram-se os fungicidas (14%), os inseticidas (23%) e os herbicidas (60%) (SINDIVEG,
2015).

Os herbicidas sdo responsaveis por melhorar o rendimento das culturas através da
prevencao e controle do crescimento de ervas daninhas (Lasram et al., 2014). A publicagdo
“Indicadores do Desenvolvimento Sustentdvel” relata que na classe dos herbicidas mais
utilizados no territorio brasileiro, entre os anos de 2009 a 2012, cerca de 62% continham em
sua formulagdo o ingrediente ativo glifosato (IBGE, 2015). Em 2017, foram comercializadas
173.150 toneladas de glifosato, o que tornou o Brasil, o primeiro no ranking mundial de
consumo deste composto (IBGE, 2015; IBAMA, 2017; ANVISA 2019).

A molécula de glifosato foi sintetizada pela primeira vez em 1950, por Henri Martin,
(Benbrook, 2016) e em 1970, John Franz (Companhia Monsanto), confirmou sua atividade
herbicida, sendo que em 1974 a empresa langou no mercado a primeira formulacao comercial
a base de glifosato, denominada de Roundup® (Duke & Powles, 2008). No Brasil, a sua
comercializac¢do iniciou em 1978 e, em 1984, o herbicida comecou a ser produzido no pais
(Galli & Montezuma, 2005).

O herbicida glifosato ¢ um organosfosforado, cuja formulagdo comercial ¢ N-
(fosfonometil)-glicina], sendo a formula molecular C3HsNOsP. O glifosato € classificado como
um herbicida de amplo espectro, sistémico, pois apos absorvido pela superficie das folhas e
raizes, ¢ translocado através do floema para as outras partes da planta (Duke & Powles, 2008).
Também ¢ considerado nao seletivo, devido a sua capacidade de interferir no crescimento de
plantas ndo-alvos expostas a esse composto (Williams, 2000) e pds- emergente, ou seja, ¢
aplicado apds o crescimento das plantas daninhas e antes que essas interfiram no cultivo
agricola.

A principal fungdo do herbicida glifosato € controlar o crescimento de plantas
indesejaveis em areas agricolas, urbanas e de lazer, por meio da inibi¢do da sintese da enzima
5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase (EPSPs) presente em plantas, fungos e bactérias, mas

ausente em animais (Annett et al., 2014). Esta via, ¢ responsavel pela biossintese de corismato,
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um intermediario na sintese dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano),
responsaveis pela defesa das plantas aos organismos patogénicos (Mensah et al., 2014; Komives
& Schroder, 2016).

Para aumentar a eficacia do glifosato nas plantas, ele ¢ formulado com compostos
chamados de “ingredientes inertes”, sendo que o mais conhecido deles ¢ o surfactante
Polioxietilenamida (POEA) (Annett et al., 2014). Estudo realizado com a molécula pura de
glifosato, sal de isopropilamina de glifosato, surfactante POEA e de formulacdo a base de
glifosato (Folmar et al., 1979) concluiu que o surfactante ¢ um ingrediente chave na toxicidade
de herbicidas a base de glifosato. Outros estudos tém sido realizados para elucidar a toxicidade
do glifosato e de suas formulagdes (Moreno et al., 2014; Janssens & Stoks 2017, Bednarova et
al., 2020). O glifosato ¢ utilizado em mais de 750 formulagdes diferentes, produzidas por
aproximadamente 91 fabricantes em 20 paises (Guyton et al., 2015) e a concentracdo do
principio ativo glifosato, bem como a natureza dos principios inertes, dependem da formulagao
comercial, sendo que as formulagdes Roundup estio entre as mais utilizadas.

No Brasil, HBG sao utilizados, principalmente na cultura de milho, soja, café, cana-de-
acucar, algodao e frutas, entre outros (Amarante Junior et al. 2002, Rebelo et al., 2010), além
do uso em gramados, vias publicas e jardins (Hank et al., 2010). A aplicacdo do HBG se da
geralmente por pulverizacao, sendo que parte do herbicida pulverizado chega ao solo, onde
apresenta rapida e alta taxa de adsorcdo pelos sedimentos e particulas. Dependendo da
composicao do solo, o tempo de degradagdo do glifosato pode variar (Giesy et al., 2000). Em
solos arenosos, sua meia vida ¢ de 19 dias (Prata et al., 2005), enquanto que em uma floresta
localizada no Canadé, sua meia vida ¢ de 45 a 60 dias (Feng e Thompson, 1990) e em areas
agricolas dos EUA e Franca sua meia vida ¢ de 141 e 197 dias (Giesy et al., 2000).

O HBG adsorvido pelo solo pode ser transportado para os ambientes aquaticos, por meio
da lixiviacdo e erosdo (Amarante Junior et al., 2002). Além destas vias, a contaminagdo dos
ecossistemas por este produto, também pode ocorrer por meio da pulverizacao aérea, deriva
pelo vento, aplicacdo em plantas daninhas aquaticas e margens de corpos d’agua. Contudo, as
chuvas sdo as principais responsaveis pelo transporte do herbicida das areas agricolas até rios e
lagos, localizados no entorno das plantagdes (Annett et al., 2014). Uma vez na agua, o HBG
apresenta meia-vida de 7 a 21 dias, podendo ficar aderido a matéria organica em suspensao,
depositando-se no sedimento e comprometendo organismos nao alvos que ali habitam, como

peixes e invertebrados aquaticos (Giesy et al., 2000; Amarante Junior et al., 2002; Mensah et
al., 2012).
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O uso extensivo e desordenado de HBG traz potenciais riscos a qualidade do solo e das
aguas superficiais e subterraneas. No Brasil, ¢ de responsabilidade do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA), vinculado ao Ministério do Meio Ambiente (MMA), estabelecer
normas referentes ao controle e a manutencao da qualidade do meio ambiente. A resolugao N°
357/CONAMA/2005 regulamenta que os corpos de dgua doce sdo classificados em classes,
segundo a qualidade requerida para os seus usos preponderantes. A classe I ¢ destinada ao
abastecimento para consumo humano, a protecdo das comunidades aquaticas, atividades de
recreacao de contato primario, irrigacao de hortalicas e difere da Classe II, apenas por esta ser
utilizada na aquicultura e atividade de pesca. Nestas classes o limite maximo de glifosato
permitido ¢ de 0,065 mg/L, enquanto que para adguas da classe III, destinada para consumo
humano apds tratamento convencional ou avancado, irrigacdo de culturas arboreas, pesca
amadora, recreacao de contato secundario ¢ dessedentacdo de animais, o valor maximo de
glifosato permitido ¢ de 0,28 mg/L (Brasil, 2005).

Além do Brasil, a Comunidade Econdmica Europeia (EEC) estabelece a concentragdo de
0,0001 mg/L para qualquer composto considerado téxico, em aguas destinadas ao consumo
humano, enquanto que a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA)
estabelece o nivel maximo de 0,7 mg/L para dgua potavel (Mallat & Barcelo, 1998; US EPA,
2016).

A exposi¢cdo dos ecossistemas aquaticos ao HBG, pode desencadear um
comprometimento da qualidade ambiental e interferir no seu funcionamento, reduzindo a
diversidade de espécies sensiveis a ele, alterando as cadeias alimentares, o fluxo de energia, a
ciclagem de nutrientes e, consequentemente, sua estabilidade e resisténcia (Pérez et al. 2011).
Neste sentido, estudos voltados para o reconhecimento dos efeitos de HBG sdo fundamentais
para avaliacdo do uso destes herbicidas em diferentes organismos alvos, uma vez que as

espécies apresentam sensibilidade diferenciada a um mesmo poluente.

1.2 ACAO DE HBG SOBRE ORGANISMOS NAO-ALVOS

O crescente uso de HBG em atividades agricolas e sua presenca em corpos de dgua (Freire
et al., 2012), tém demostrado a relevancia de realizar pesquisas acerca da toxicidade deste
herbicida em organismos aquaticos, os quais tem demostrado respostas que vao desde o nivel
molecular até sistémico. A exposi¢do ao HBG causou efeitos no desenvolvimento, crescimento

e na propor¢ao sexual na ra-de-floresta Lithobates sylvaticus (Navarro-Martin et al., 2014),
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alterag¢des nas branquias, no figado e rim do peixe Oreochromis niloticus (Jiraungkoorskul et
al., 2003) e reduziu a fertilidade em fémeas do peixe Rhamdia quelen (Soso et al., 2007).
Estudos realizados no Brasil demostraram que o HBG causou genotoxicidade e danos
histolégicos no cérebro, figado, rim e branquias do peixe Geophagus brasiliensis (Oliveira et
al., 2019) e reduziu o potencial de fertilizacdo dos espermatozoides do peixe-rei Odontesthes
humensis (Silveira et al., 2019).

Na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), s3o realizados estudos no
Laboratorio de Reproducdo e Desenvolvimento Animal (LRDA) do Centro de Ciéncias
Biologicas (CBB) acerca da toxicidade de HBG em organismos aquaticos, caracterizando seus
efeitos nas células, tecidos e 6rgdos do sistema respiratorio, nervoso e reprodutor. Em Danio
rerio, 0o HBG induziu altera¢Ges na cadeia respiratdria mitocondrial e no comportamento, além
de aumentar o didmetro de ovoécitos e reduzir o indice gonadossomatico (IGS) (Armiliato et al.,
2014; Jaramillo et al., 2018; Pereira et al., 2018).

Estudos demonstraram que o HBG ¢ capaz de causar efeitos também em invertebrados
aquaticos (Mensah et al., 2014), interferindo em pardmetros comportamentais, fisiologicos e
reprodutivos da planéria Girardia tigrina (Lopez et al.,, 2019); na maturacdo ovariana,
estimulando a desova precoce em ostras Crassostrea gigas (Mottier et al., 2015); nas respostas
bioquimicas envolvidas no processo de desintoxicacdo do mexilhdo Limnoperna fortunei
(Lummato et al., 2018) e na regulagdo transcricional de genes, no transporte transmembrana e
no metabolismo energético do mexilhdo Mytilus galloprovincialis (Milam et al., 2018).

Em crustaceos, formulacdes de HBG foram responsaveis por causar efeitos em uma
variedade de espécies, como reduzir a qualidade espermatica em Neohelice granulata (Canosa
etal., 2019); alterar a taxa de sobrevivéncia, a resposta antioxidante e imune e ocasionar danos
ao DNA de hemdcitos do caranguejo Eriocheir sinensis (Hong et al., 2019); alterar a defesa
imunolodgica e bioquimica da hemolinfa e a homeostasia celular do lagostim Astacus
leptodactylus (Banaee et al., 2019); elevar a demanda energética e, consequentemente,
aumentar a atividade alimentar no anfipoda Gammarus fossarum (Fumetti & Blaurock, 2018);
reduzir as taxas de crescimento e as reservas de proteinas, lipidios e glicogénio muscular em
lagostins Cherax quadricarinatus (Avigliano et al., 2014; Frontera et al, 2011); interferir na
reproducdo da pulga-d’agua Daphnia magna (Cuhra et al., 2013) e alterar o metabolismo
energético e as caracteristicas reprodutivas do anfipoda Hyalella castroi (Dutra et al., 2011).

Em representantes da familia Palaemonidae, os estudos mostram que ha redugdo do

consumo de oxigénio e excre¢do de amonia em Palaemonetes argentinus (Montagna & Collins,
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2007), e estresse oxidativo e dano genotdxico em Macrobrachium nipponensis (Hong et al.,
2018), quando expostos a0 HBG. Ainda em Macrobrachium, pesquisas realizadas no LRDA,
demostraram que concentragdes de HBG, ambientalmente relevantes (0,065 mg/L e 0,28
mg/L), comprometeram o sistema enddcrino, causaram alteragdes histopatologicas nos
compartimentos subcelulares das células epiteliais do hepatopancreas e modularam a expressao
de genes antioxidantes nos camardes de agua doce Macrobrachium potiuna (Melo et al., 2019
a,b; Melo et al., 2020).

Tais resultados sao um indicativo do possivel comprometimento do ovario de M. potiuna,
uma vez que o hepatopancreas € responsavel por sintetizar, armazenar e liberar proteinas, como
a vitelogenina, durante o processo da matura¢do ovariana (Subramoniam, 2011) e que a acao
de desregulador enddcrino do HBG pode mimetizar hormdnios relacionados a reprodugdo,
alterando suas func¢des (Mensah et al., 2012; Armiliato et al., 2014). Deste modo, analises
morfoldgicas e morfométricas tornam-se relevantes, pois além de exigir conhecimento prévio
também s3o consideradas de baixo custo e podem fornecer informagdes valiosas sobre a agao
do HBG na organizacdo estrutural do ovario e na maturag¢ao das células germinativas de M.

potiuna.

1.3 OVARIO COMO ORGAO-ALVO DE HERBICIDAS

A espécie M. potiuna, descrita por Fritz Miiller em 1880, ¢ um palemonideo endémico da
fauna brasileira (Bond-Buckup, & Buckup, 1989), com distribui¢do do Estado da Bahia até o
Rio Grande do Sul (Carvalho et al., 2013), tendo como habitat preferencial riachos de
montanhas, caracterizados por possuirem correnteza, dguas transparentes e fundo rochoso ou
arenoso. Nestes ambientes esta espécie desempenha um importante papel na cadeia alimentar,
participando da ciclagem de energia e no fluxo de nutrientes (Souza, et al., 1996; Mattos &
Oshiro, 2009; Maciel & Valenti, 2009). No entanto, seus habitos alimentares e de vida os
mantém em contato com poluentes do sedimento e da 4gua, podendo desencadear riscos para
esses organismos, como apresentado anteriormente por Melo et al., 2019a.

Na Ilha de Santa Catarina, M. potiuna foi coletada na bacia hidrografica de Ratones
(Nazari et al., 2003) e na Cachoeira do Pogao (Miiller & Carpes, 1991, Melo et al., 2019a,b).
Os individuos adultos desta espécie medem de 23 a 43 mm de comprimento total, atingem
maturidade sexual aos 25 mm e pesam em média 2g (Miiller & Carpes, 1991; Miiller et al.,

1999).
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No género Macrobrachium, o sistema reprodutor das fémeas ¢ constituido por um par de
ovarios associados aos ovidutos, que se abrem nos gondporos localizados na base do terceiro
par de pereiopodos (Kroll et al., 1992). Uma estimativa do estagio da maturagdo ovariana pode
ser obtida através do indice gonadossomatico, um parametro reprodutivo importante para
estimar a condi¢do reprodutiva a partir das variagdes no crescimento das gonadas durante os
ciclos reprodutivos (Carvalho et al., 1981; Chaves & Magalhaes, 1993; Chang & Chi, 1995).
Os ovarios estao localizados na regido dorsal do cefalotérax e apresentam caracteristicas que
podem ser acompanhadas macroscopicamente durante a maturagdo, como modificagdes na
coloracdo, dimensdes e posi¢do em relagdo a outros 6rgaos, como estomago e hepatopancreas

(Carvalho, 1981; Mossolim & Bueno, 2002; Huang et al., 2010).

Figura 1: Posicdo do ovario maduro no cefalotérax de representantes do género Macrobrachium
em relacdo aos demais 6rgaos.

Posicdo do ovario e ovidutos no género Macrobrachium, em relagdo ao coragdo (C), hepatopancreas (Hp) e
estomago (E). Adaptado de Mossolim & Bueno (2002).

A variacdo na coloragdo dos ovarios resulta do acimulo da proteina vitelina, uma
lipoglicoproteina associada a pigmentos do tipo carotenoides. A vitelina ¢ a principal proteina
presente no vitelo, uma importante fonte de nutrientes para a maturacdo ovariana e para o
desenvolvimento dos embrides (Charniaux-Cotton, 1985). Devido a incorporacao da proteina
vitelina e de lipidios para o interior das células germinativas, os ovarios aumentam sua massa
e, consequentemente, seu volume no cefalotérax (Lee & Chang, 1997). Quando imaturos, os
ovarios possuem tamanho reduzido e sua visualizagdo restringe-se a area posterior do
hepatopancreas e, a medida em que ocorre a maturagdo, ha um aumento em seu volume, de

maneira a encobrir a por¢do dorsal do hepatopancreas e do estomago (Figura 1) (Carvalho,

1981; Huang et al., 2010; Sooklang et al., 2012).



22

A caracterizacdo morfologica das células germinativas foi descrita para algumas espécies
de Macrobrachium, como Macrobrachium acanthurus (Carvalho, 1981), Macrobrachium
amazonicum (Chavez & Magalhdes, 1993; Ventura et al., 2019), Macrobrachium rosemberguii
(Chang & Shih, et al., 1995; Soonklahg et al., 2012) e Macrobrachium asperulum (Huang et
al., 2010), permitindo definir estagios de maturacdo das células germinativas, células estas
organizadas em estrutura folicular ou foliculos. A maturacao ovariana em Macrobrachium &
caracterizada pela deposicao de lipidios e proteinas no citoplasma dos ovocitos (vitelogénese),
resultando no aumento do didmetro destas células (Wilder et al., 2010).

A vitelogénese em Macrobrachium inicia-se a partir do crescimento das ovogonias
localizadas na regido central do ovéario (Carvalho, 1981). Concomitante a vitelogénese, tem
inicio a divisdo celular, com a formacdo dos ovdcitos pré-vitelogénicos, (Carvalho, 1981;
Chaves & Magalhies, 1993; Chang & Shih, 1995). E durante a proliferacio das ovogonias e no
estagio pré-vitelogénico que os ovocitos aumentam a produgdo de ribossomos, reticulo
endoplasmatico rugoso, complexo de Golgi e organelas responsaveis pela sintese de
glicoproteinas e lipidios (Komm & Hinsh, 1987; Tiu et al., 2008). Ao final deste processo, estdo
formados os ovocitos vitelogénicos, localizados na regido mais periférica do ovdario e
reconhecidos pelo acumulo de vesiculas lipidicas e de granulos de vitelo (Carvalho, 1981;
Chang & Shih, 1995; Huang et al., 2010; Soonklang et al., 2012). A fase seguinte, ¢
caracterizada pela quebra da vesicula germinativa e pelo aumento no nimero e dimensao das
vesiculas lipidicas e dos granulos de vitelo acumulados por todo o citoplasma, indicando que o
ovocito estd maduro (O’ Donovan et al., 1984; Soonklang et al., 2012; Ventura et al., 2019).

Os ovocitos maduros sdo liberados do ovario no estdgio de meiose I e transferidos para
a camara incubadora, localizada na regido ventral do abdome, onde serdo fecundados e
transportados durante todo desenvolvimento. As fémeas de M. potiuna transportam em média
de 30 ovos, ricos em vitelo e com formato levemente ovalado, caracteristica de ovo centrolécito.
O volume médio dos ovos ¢ de 69,37 mm?. A riqueza de material nutritivo dos ovos de M.
potiuna viabiliza o desenvolvimento embriondrio mais lento que em outros palemonideos, o
que resulta na eclosdao de uma pos-larva (Bond & Bockup, 1982; Miiller & Carpes, 1991; Nazari
et al., 2003; Miiller et al., 2004).

M. potiuna, t€m demonstrado ser um organismo adequado para estudos relacionados a
toxicologia e reproducdo, pois (i) possui ampla distribuicdo geogréfica; (ii) populagdes
numerosas; (iii) sdo facilmente mantidos em laboratdrio, devido ao seu pequeno porte e

comportamento nao agressivo; (iv) a maturagdo do ovario pode ser observada através da
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transparéncia da carapaga; (v) podem ser considerados potenciais bioindicadores da
contaminagdo aquatica e (vi) estudos de caracterizacdo dos ovarios realizados em diferentes
espécies do género Macrobrachium (Miiller et al., 1990; Nazari et al., 2003; Mattos & Oshiro,
2009; Bentes et al., 2016, Melo et al., 2019a,b), o que facilita a analise da acao do HBG sobre
a morfologia e morfometria das células germinativas durante a maturagdo ovariana.

O crescente aumento no uso de HBG na agricultura brasileira nas ltimas décadas e
consequentemente o comprometimento de organismos nao-alvos por este herbicida, demonstra
a importancia de realizar estudos sobre esta tematica. As gonadas, com destaque neste trabalho
para os ovarios, sdo estruturas de fundamental importancia para o sucesso reprodutivo das
espécies. Por outro lado, os ovarios s3o sensiveis a toxicidade de poluentes, o que pode
comprometer a integridade desse 6rgdo. Para compreender a agdo de HBG em ovérios de
crustaceos endémicos da fauna brasileira, como o palemonideo M. potiuna estabelecemos como
hipéteses cientificas para este estudo que a formulagdo comercial do HBG Roundup WG®, (i)
reduz o indice gonadossomatico (IGS), (ii) compromete a organizacdo estrutural das células
germinativas, (iii) interfere no comprimento do maior e menor eixo das células germinativas e
(iv) diminui a quantidade da proteina vitelina, proteinas totais e dos polissacarideos acidos e

neutros presentes nos ovocitos de M. potiuna expostas ao HBG por 14 dias.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do Roundup WG® sobre a morfologia, morfometria e o contetido de
carboidratos e proteinas das células germinativas de ovarios de M. potiuna, durante o processo

de maturacao ovariana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar a morfologia dos ovéarios e reconhecer as categorias de células germinativas
evidenciadas ao longo de sua maturagao;
Avaliar o efeito da exposi¢io ao Roundup WG® sobre a maturac¢io ovariana utilizando

como parametro o indice gonadossomatico;
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Avaliar a morfometria das células germinativas e nicleo para verificar se o Roundup
WG? interfere no tamanho dos ovocitos de M. potiuna;
Analisar se o Roundup WG® interfere na quantificagio da proteina vitelina, proteinas

totais e polissacarideos acidos e neutros presentes nas células germinativas;
3 MATERIAIS E METODOS
3.1 OBTENCAO E ACLIMATACAO DAS FEMEAS DE MACROBRACHIUM POTIUNA

Fémeas de M. potiuna foram coletadas, no periodo de marco a dezembro de 2019, em
riacho de 4gua doce conhecido como Cachoeira do Pog¢do, localizado no Parque Municipal do
Macigo da Costeira, Area de Preservagio Permanente (APP) no municipio de Florianépolis,
Ilha de Santa Catarina, Brasil (27°36°57,9” S,48°30° 1,63” W) e transportadas em aquarios
portateis de 16 litros até o Laboratério de Reprodugdo e Desenvolvimento Animal
(LRDA/UFSC), onde as fémeas foram reconhecidas pela auséncia do apéndice sexual

masculino no segundo par de pledpodos (Holthuis, 1952) (Figura 2).
Figura 2: Representacao do local de coleta de M. potiuna.
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Durante o periodo de sete dias de aclimatagdo, as fémeas foram mantidas em aquario de

Florianépolis
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=
Cachoeira do Pocéo
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Parque Municipal do Macico da Costeira aclimatagéo
Lei Municipal N°4605 > APP

30L contendo 20L de 4gua corrente declorada, com aerag¢do constante, fotoperiodo natural,
temperatura de 26 + 1°C, pH de 7,0 e alimentagdo diaria com rag¢ao para organismos aquaticos
(Alcon Bottom Fish®). Os procedimentos de amostragem adotados neste estudo, foram
aprovados pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais (IBAMA-

Autorizagao Permanente N° 15294-1/2008).
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3.2 EXPOSICAO DAS FEMEAS DE MACROBRACHIUM POTIUNA AO ROUNDUP WG®

As fémeas foram expostas a concentracao de 0,065 e 0,28 mg de glifosato/L, sendo que
tais concentragdes foram preparadas em agua declorada com base na quantidade de glifosato
contida no Roundup WG® (Melo, 2019a). As fémeas do grupo controle foram expostas apenas
a agua declorada (0,00 mg de glifosato/L). Durante a exposi¢do, as fémeas foram mantidas nas
mesmas condi¢des de temperatura, acracao e fotoperiodo da aclimatagao.

A formulagdo comercial Roundup WG® (referido neste trabalho como RWG®), registrada
no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) sob N° 002094, contém 720,0
g/kg de acido de N-(fosfonometil)glicina (glifosato) em sua composi¢do (Monsanto Brasil
Ltda). A definigdo das concentra¢cdes do RWG® utilizadas neste estudo, foram baseadas nas
concentragcdes maximas de glifosato permitidas pela Resolugdao N° 357 (CONAMA, 2005) para
classes de agua doce do Brasil.

As caracteristicas como tamanho, coloracdo e posicdo dos ovarios em relacdo ao
hepatopancreas e ao estdmago, foram utilizadas para a categorizacdo macroscéopica dos ovarios
em inicial, intermedidrio e avancado, baseada na classificagdo descrita por Carvalho (1981) e

Chang & Shih (1995) (Figura 3).

Figura 3: Representacdo da posi¢ao do ovario em relagdo ao estbmago e hepatopancreas de M.
potiuna durante o processo de maturacao.

‘ﬁ\

INICIAL INTERMEDIARIO AVANGADO

Representagdo esquematica da posi¢do dos ovarios de M. potiuna, em relagdo ao estdmago e hepatopéncreas,
durante o estagio inicial, intermediario e avangado do processo de maturacdo. Ovario (Ov); Hepatopancreas (H);
Estomago (E). Fonte: Adaptado de Chang & Shih (2011).



26

Apos a categorizagdo macroscopica dos estagios ovarianos, as fémeas foram distribuidas
em trés aquarios de vidro de 6L, preenchidos com 3L do meio de exposi¢ao (0,00 controle;
0,065 e 0,28 mg/L RWG®™) (n= 3 fémeas/estagio da maturagio ovariana/concentraco). Para
manter a qualidade da 4gua e das concentragdes do RWG®, os meios de exposi¢io foram
totalmente renovados a cada quatro dias (Sinhorin et al., 2014). As fémeas foram expostas
durante 14 dias, tempo estimado para a meia vida do herbicida na agua (Giesy et al., 2000).
Durante a exposicdo, as fémeas foram alimentadas diariamente com ragdo comercial para
organismos aquéticos (Alcon Bottom Fish®).

A 4gua dos aquérios contendo o herbicida RWG®, foi descartada junto ao Sistema de

Gestao de Residuos Liquidos da UFSC.

3.3 BIOMETRIA CORPORAL E OVARIANA

Apos o periodo de exposi¢do, as fémeas de M. potiuna foram dessensibilizadas por
imersdo em agua gelada por 5 minutos. Em seguida, foi mensurado o comprimento total das
fémeas com o auxilio de paquimetro digital (mm) e a massa corporal em balanga analitica (mg).
Os ovarios foram dissecados em microscopio estereoscopicos (4X) e a massa ovariana foi
obtida em balanca analitica (mg). O indice gonadossomatico (IGS), foi calculado através da

formula: (massa do ovario/massa da fémea) x 100.

3.4 ANALISES MICROSCOPICAS

Os ovarios (n = 3 pares de ovarios/estagio da maturagdo ovariana/grupo experimental)
foram fixados em solugdo de Bouin alcoolico por 24 horas, lavados em trés banhos de 4lcool
70% e armazenados em solugdo alcodlica 70% até o processamento. Os ovarios foram
desidratados em série alcodlica crescente por 30 minutos, diafanizados em xilol por 20 minutos
e incluidos em parafina. Os blocos de parafina foram seccionados a 6 pm em microtomo
rotativo e as seccOes foram montadas em laminas previamente gelatinizadas. Em cada lamina
foram dispostas sec¢des dos grupos controle e expostos a0 RWG®, de forma que, todos os
grupos experimentais receberam o mesmo tratamento durante a realizagdo dos procedimentos
de coloragdo, histoquimica e imuno-histoquimica.

Para reconhecimento e anélise da morfologia das células germinativas as sec¢des foram
desparafinizadas em xilol por 10 minutos, hidratadas em série alcoolica decrescente por 10

minutos cada, coradas com Hematoxilina de Harris, lavadas em dgua corrente, contracoradas
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com Eosina aquosa e lavadas com agua destilada. Na sequéncia, as sec¢oes foram desidratadas
em série alcodlica crescente, diafanizadas em xilol, montadas com Entellan® (Merck) e
analisadas em microscopio de luz (10, 40 e 100X).

Para a realiza¢dao semi-quantitativa das proteinas totais, polissacarideos acidos e neutros
presentes no citoplasma das células germinativas, foram realizadas as técnicas Azul Brilhante
de Coomassie (CBB), Azul de Toluidina (ATO) e Acido Periodico-Schiff (PAS, do inglés
Periodic Acid Schiff), respectivamente. As seccdes foram colocadas em estufa a 45°C por 30
minutos, desparafinizadas em xilol, hidratadas em série alcodlica decrescente e lavadas em agua
destilada. Em seguida, as sec¢des foram:

- coradas com o Azul Brilhante de Coomassie por 4 minutos, lavadas em solu¢do de Clarck
(4cido acético, alcool etilico, 1:3 v/v) por 5 minutos e passadas rapidamente em dgua corrente.
- coradas com Azul de Toluidina por 1 minuto e 30 segundos e lavada em 4gua corrente.

- colocadas no Acido Periédico por 30 minutos, lavadas em agua corrente por 20 minutos,
mergulhadas no Reativo de Schiff em ambiente escuro e por fim, as sec¢des foram lavadas em
agua corrente por 20 minutos.

Apbs estes procedimentos, as sec¢des foram colocadas na estufa por 1 hora a 45°C para
secar, diafanizadas em xilol para a fixagdo da coloracdo e conservacdo do material, para
posterior montagem das 1aminas com Entellan® (Merck).

Para imunolocalizar e quantificar a proteina vitelina, as sec¢des dos ovarios foram
desparafinizadas, hidratadas e lavadas em tampao fosfato salino (PBS, do inglés, phosphate
buffered saline) 0,1 M, pH 7.4, sendo a atividade das peroxidases endogenas bloqueada pelo
peroxido de hidrogénio em metanol (1:2 v/v). As secgdes foram permeabilizadas em PBS +
Triton X-100 a 0,3% e incubadas com albumina sérica bovina a 5% (BSA, do inglés bovine
serum albumin), por 1 hora, para inativar sitios inespecificos e posterior incubag¢do com
anticorpo primario anti-vitelina (doado pela Dra. Esther Lubzens - Oceanographic and
Limnological Research - Israel) por 12 horas a 4°C. As secgdes foram lavadas em PBS e
incubadas a temperatura ambiente por 180 minutos com anticorpo secundario Anti-rabit IgG
conjugado a peroxidase. A revelacdo da reacdo foi realizada com solu¢do contendo 3-3,
diaminobenzidina (DAB) e peroxido de hidrogénio, e as laminas foram montadas com
Entellan® (Merck). Na reacdo por imuno-histoquimica, os controles negativos foram tratados
da mesma maneira descrita acima, exceto pela incubagdo com o anticorpo primario, que foi

substituido por PBS.
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3.5 ANALISES DOS RESULTADOS

Para estimar as condi¢des reprodutivas das fémeas, foi realizada a organizagdo e
distribui¢do da frequéncia dos dados em classes de IGS. A caracterizacdo das células
germinativas do ovario de M. potiuna, foi realizada com base nos estudos de Carvalho (1981),
Chaves & Magalhaes (1993) e Chang & Shih (1995), no qual foram consideradas caracteristicas
morfologicas como: (i) forma e tamanho das células, (ii) propor¢ao nucleo/citoplasma, (iii)
presenca e distribui¢do de granulos de vitelo e vactiolos (iv) ntcleo e nucléolo visiveis.

Para a caracterizacdo das células germinativas, analises morfométricas como: 1) medida
do maior eixo da célula, 2) medida do menor eixo da célula e 3) medida do maior eixo do nticleo
foram realizadas no software Image-J) (Figura 4).

Quantificacao dos contetidos de polissacarideos acidos e neutros, proteinas totais e
vitelina, foi realizada através de imagens obtidas no Microscépio Olympus BX41 com sistema
de captura de imagens camera digital colorida com 3.3 mpixel da Q-imaging e o programa Q-

capture Pro 5.1 da Q-imaging (LAMEB).

Figura 4: Representacao das analises morfométricas realizadas a partir de sec¢des coradas em

HE.

Ovario de M. potiunacorado em HE Ovocito
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O perfil das reacdes histoquimicas para a quantificagdo dos conteudos de polissacarideos
acidos, neutros e proteinas totais (ATO, PAS, CBB, respectivamente) e quantificagdo da
proteina vitelina, foi realizada através da andlise da Densidade Integrada (equivalente ao
produto da area com o valor médio da cor de cinza), também disponivel no software Image-J
(Figura 5). Para esta analise, a imagem ¢ transformada na escala de cores de cinza (8-bit) e, os
ovocitos sdo contornados utilizando a ferramenta Freehand selections para quantificar a

Densidade Integrada. No presente trabalho, foram utilizadas 3 sec¢des por animal e mensurado
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todos os ovoécitos e com nucleo visualizados no microscopio de luz (n = 3 animais/estagio da

maturagdo/concentracao/duplicata).

Figura 5: Programa Image J versao 1.51k, anélise da Densidade Integrada.
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Andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 7,0. Médias + Erro
Padrao da Média (EPM) obtidos a partir das analises morfométricas e de densidade integrada
dos diferentes grupos experimentais foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade
(Shapiro Wilk e teste de Bartlett). Obedecendo os pressupostos de normalidade e
homocedasticidade, foram realizadas analises de variancia ANOVA de uma via para verificar
o efeito das concentragdes (0,00 controle; 0,065 e 0,28 mg/L) nas diferentes técnicas avaliadas,
seguido do teste post hoc de Tukey, com a significancia de p <0,05. Dados que ndo obedeceram
aos pressupostos mencionados acima foram avaliados com teste ndo paramétrico de Kruskal
Wallis, seguido de um teste post hoc de Tukey com grau de significancia de p < 0,05. A
correlacdo de Person foi realizada para obtencdo do valor de r entre as medidas do maior eixo

das células germinativas e o maior eixo de seus respectivos nucleos.
4 RESULTADOS
Os resultados obtidos no presente estudo analisam aspectos e caracteristicas estruturais

e morfométricas de ovarios de M. potiuna expostos ao HBG e sdo indicadores importantes no

contexto de uma analise morfoldgica da toxicidade reprodutiva.
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4.1 EFEITO DO RWG® SOBRE O INDICE GONADOSSOMATICO (IGS)

Para avaliar os efeitos d¢ RWG® em fémeas de M. potiuna foram analisados parametros
biométricos como comprimento total (CT), massa corporal e ovariana em camardes expostos
por 14 dias. As fémeas do grupo controle apresentaram CT médio de 24,73 mm (£0,28), ndo
diferindo dos grupos expostos as concentracdes de 0,065 e 0,28 mg/L do RWG®, os quais
apresentaram CT médio de 25,81 mm (£0,42) e 25,3 mm (£0,34), respectivamente (Figura 6).

Figura 6: Comprimento total das fémeas de M. potiuna, apods a exposicdo a0 RWG® por 14 dias.
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Os resultados estdo apresentados como média = EPM (p > 0,05).

Em relagdo a massa corporal, o grupo controle apresentou uma massa de 334,5 mg
(£11,83) que nio diferiu dos grupos expostos a0 RWG®, que apresentaram média de 376,9 mg
(£18,61) no grupo exposto a concentracdao 0,065 mg/L e de 371,4 mg (+15,57) no grupo 0,28
mg/L (Figura 7A). Na andlise da massa ovariana, também ndo foi observada diferenca
significativa entre a média de 2,56 mg (+0,24) do grupo controle, com a média de 2,85 mg

(0,34) do grupo exposto a 0,065 mg/L e 2,54 mg (+0,24) do grupo 0,28 mg/L (Figura 7B).
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Figura 7: Massa corporal e ovariana de fémeas de M. potiuna expostas ao RWG® durante 14
dias.
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Os resultados estdo apresentados como média + EPM (p > 0,05). (A) Massa corporal de M. potiuna. (B) Massa
ovariana de M. potiuna.

A andlise do IGS mostrou que o grupo controle (0,83+0,09) nao diferiu do grupo exposto
20,065 (0,87+0,10) e a 0,28 mg/L (0,89+0,10) de RWG®™ (n = 30 fémeas/concentracio). O IGS
¢ um valor utilizado para caracterizar os estdgios da maturagdo das gonadas, o que possibilitou
distribuir os valores de IGS em trés classes (Tabela 1) e estimar as condi¢des reprodutivas das
fémeas, tanto do grupo controle quanto dos grupos expostos a0 RWG® (n = 90 fémeas). A
classe I foi a mais representativa, com 52,22% das f€émeas, ja a Classe Il apresentou 34,44% e

a Classe III 13,34% das fémeas (Figura 8).

Figura 8: Distribuicao das fémeas de M. potiuna em classes, de acordo com o IGS.

Classe 1(0,15 |+ 0,77) Classe 11(0,78 F+ 1,4) Classe IIl (1,5 |+ )
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A andlise do IGS para cada classe, ndo demostrou diferenca entre as concentragdes

testadas em relagao ao controle, no tempo de 14 dias de exposi¢ao (Tabela 1).

Tabela 1: Indice gonadossomatico dos ovarios de M. potiuna, por classe, apds a exposi¢do ao
RWG® por 14 dias.

Classe IGS Grupos experimentais RWG® (mg/L)

Controle 0,065 0,28
Classe | 0,15F 0,77 | 0,51 (+0,03) | 0,45 (+0,02) | 0,48 (£0,03)

Classe Il | 0,78 F 1,4 | 0,85 (£0,01) | 1,03 (£0,08) | 0,93 (£0,03)
Classe Il | 1,5F o 1,80 (£0,06) | 1,84 (0,06) | 2,01 (£0,07)

14 dias

(n =30 fémeas/concentracio). Dados apresentados como média = EPM.

42 EFEITO DA EXPOSICAO POR 14 DIAS AO ROUNDUP WG® SOBRE A
MORFOLOGIA DOS OVARIOS DE MACROBRACHIUM POTIUNA

Observou-se macroscopicamente, que o sistema reprodutor feminino de M. potiuna
apresenta o ovario constituido por dois lobos simétricos, a partir dos quais emergem os
ovidutos. O ovario estd localizado dorsalmente e disposto sobre o hepatopancreas, entre o
coragdo e o estdmago. A medida que os ovocitos amadurecem, caracteristicas como coloragao,
quantidade de cromatdéforos em sua superficie dorsal, dimensdes e posi¢ao em relagdo ao
hepatopancreas e estdomago, sdo identificadas, o que permitiu reconhecer trés estagios da
maturagdo ovariana, os quais estao relacionados com as classes, que foram organizadas a partir
do IGS.

a) Classe I- Estagio Inicial (EI): os ovarios apresentam coloragdo esbranquicada com
cromat6foros dispersos em sua superficie, de dificil observacao a olho nu, sendo necessaria a
utilizagdo do microscopio estereoscopico (10X) para a identificacdo deste estagio, uma vez que
os ovarios sdo visualizados na parte posterior do hepatopancreas (Figura 9A).

b) Classe II- Estagio Intermediario (EIn): os ovarios apresentam coloracao verde oliva,
com maior presenga de cromatdforos e mais volumosos do que o estagio anterior. Estdo
posicionados sobre a regido dorsal do hepatopancreas, estendendo-se em dire¢do ao estomago,
sendo facilmente observados através da transparéncia da carapaca (Figura 9B).

c¢) Classe III- Estagio Avancado (AV): os ovarios apresentam coloragao verde escuro e

sua superficie € rica em cromatoforos, encobrindo o hepatopancreas e o estdbmago, podendo ser
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facilmente distinguido dos demais 6rgdos do cefalotérax (Figura 9C). Dentre os trés estagios
da maturagdo ovariana, este € o que apresenta maior volume do ovario.

Além dos trés estagios de maturacao ovariana acima descritos, foram observados também
ovarios de fémeas ovigeras e/em desova. Estes ovarios apresentavam-se translicidos e de
tamanho reduzido quando comparado as classes e estagios da maturacao analisadas no presente
trabalho (EI- EIn- AV).

Microscopicamente reconhecemos as mudangas morfologicas das células germinativas
que ocorrem ao longo da maturag¢do ovariana onde foi possivel reconhecer e categorizar como:
ovogonias (0g), ovdcitos pré-vitelogénicos I (OPV-I), ovdcitos pré-vitelogénicos 11 (OPV-II),
ovocitos vitelogénicos I (OVI) e ovocitos vitelogénicos 11 (OVII) e ovocitos maduros (OM)
(Figura 10).

As Og, encontram-se organizadas em conjuntos na regido central do ovario, sdo as
menores células da linhagem germinativa e a maioria delas, encontram-se em divisao celular,
o que dificulta a delimitacdo do citoplasma para a realizagdo das analises morfométricas (Figura

11).

Figura 9: Morfologia externa do ovario de M. potiuna, nio exposta a0 RWG®.

Inicial Intermedidrio Avancgado

Estagios da maturagdo ovariana a partir da analise macroscopica dos ovarios de M. potiuna. (A) Estagio inicial,
(B) Estagio Intermediario, (C) estagio avangado. Ovarios demarcados com circulos em pontilhados.
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Figura 10: Representagdo das células germinativas do ovario de M. potiuna.
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Fonte: Adaptado de Chaves & Magalhdes (1993) e Ventura et al., (2019).

Figura 11: Corte transversal do ovario de M. potiuna nio expostas a0 RWG®.

(A) Visao geral da organizagao estrutural do ovario de M. potiuna. Og na regido central (seta preta), OPV-I (cabeca
de seta); OPV-II (seta branca) e OV (asterisco). Barra de escala: 200 pm. (B) Og em divisdo celular indicadas
pelas setas pretas e OPV-I indicados pelas cabecas de seta. Barra de escala: 50 um. Coloragdo HE.
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Os OPV-I estdo localizados na regido central do ovario, proximos as Og, apresentam
forma arredondada ou poligonal, citoplasma homogéneo, nicleo esférico com um ou mais
nucléolos evidentes. A relagdo nucleo/citoplasma ¢ de r = 0,52 (Figural2). Os OPV-I

encontram-se agrupados e envoltos por células foliculares, constituindo uma estrutura folicular.

Figura 12: Morfologia dos OPV-I de ovarios de M. potiuna nio expostos a0 RWG®.
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Corte transversal de ovario de M. potiuna. Og (setas pretas) e OPV-I (cabega de seta). Barra de escala: 50 um.
Coloragao HE.

Os OPV-II foram observados adjacentes as Og e dos OPV-I, em dire¢do a periferia do
ovario. Apresentam forma arredondada ou poligonal, citoplasma homogéneo, nucleo
geralmente central e esférico, com um nucléolo visivel. Diferenciam-se dos OPV-I
principalmente pelo aumento do volume do citoplasma em relagio ao nucleo (r = 0,45). A
medida que ocorre a maturagao dos ovocitos, as células foliculares se organizam para constituir

os foliculos ovarianos (Figura 13).
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Figura 13: Morfologia dos OPV-II de ovarios de M. potiuna nio expostos a0 RWG®.
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OPV-II (asterisco) circundado por células foliculares (seta preta). Presenca de niicleo (cabega de seta). Barra de
escala: 50 um. Coloragao HE.

Os OV-I foram reconhecidos por estarem posicionadas mais perifericamente no ovario e
possuir forma poligonal, citoplasma apresentando vesiculas lipidicas (conteudo lipidico foi
extraido pelo uso de solvente organico durante a realizag@o das técnicas), dispostas na periferia
do ovdcito, nucleo geralmente central e esférico, podendo ou ndo apresentar nucléolo (Figura
14A). A relagdo nucleo/citoplasma ¢ de r = 0,29. J& os OV-II, diferem dos anteriores, pelo
gradual preenchimento do citoplasma pelas vesiculas lipidicas e a relagdo nucleo/citoplasma ¢é
de r = 0,20. Neste momento da maturacao, as células foliculares sdo facilmente reconhecidas
por apresentar forma alongadas e envolverem individualmente os ovécitos, formando foliculos
ovarianos (Figura 14B).

Os OM foram identificados na regido periférica do ovario, apresentaram forma poligonal,
citoplasma preenchido por granulos de vitelo e vesiculas lipidicas, ndo sendo observado o
nucleo. Em relagdao a morfologia dos ovdcitos, ndo foram observadas alteragdes morfologicas
nas células germinativas dos ovarios de M. potiuna, expostas as concentragdes de 0,065 e 0,28

mg/L de RWG®, quando comparadas ao controle (Figura 15).
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Figura 14: Morfologia dos OV-I e II de ovarios de M. potiuna nio expostos a0 RWG®.

L
(A) Ovdcitos vitelogénicos I circundados por células foliculares (seta preta), com presenga de nticleo (dupla cabega
de seta), nucléolo (asterisco) e vesiculas lipidicas (cabega de seta). Escala: 50 um. (B) Ovocito vitelogénicos 11
circundado por células foliculares alongadas (seta preta), formando um foliculo ovariano. Presenga de niicleo
(dupla cabega de seta) e maior quantidade de vesiculas lipidicas que os anteriores. Barra de escala: 200 um.
Coloragao HE.

Figura 15: Morfologia dos OM de ovarios de M. potiuna ndo expostos a0 RWG®.
' . . 8 5

Ovocitos maduros circundados por células foliculares alongadas (seta preta), formando um foliculo ovariano.
Ovocito preenchidos por granulos de vitelo (asterisco). Barra de escala: 500 um. Coloragdo HE.
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4.3 EXPOSICAO POR 14 DIAS AO ROUNDUP WG® SOBRE A MORFOMETRIA DOS
OVOCITOS DO OVARIO DE MACROBRACHIUM POTIUNA

4.3.1 Efeito do Roundup WG® sobre o comprimento do maior eixo das células

germinativas do ovario de Macrobrachium potiuna

Com base na categorizacao das células germinativas para ovarios de M. potiuna, a Tabela
2 apresenta o numero total de OPV-I e II, OV-I e I e OM mensurados quanto ao comprimento
do maior e menor eixo nos trés grupos experimentais (controle, 0,065 ¢ 0,28 mg/L) e para cada

classe de IGS.

Tabela 2: Numero de OPV-I e II, OV-I e Il ¢ OM, mensurados quanto ao comprimento do
menor e maior eixo/concentracao/classe de IGS.

Numero médio de ovocitos mensurados

OV°°'t°s0ncen ragdes | OPV- | OPV-IL | OV-I OV-II oM
s [ 0,00 (controle) 34 109 80 17 0
& =] 0,065mg/L 24 91 65 21 0
© 0,28 mg/L 25 118 105 6 0
2 0,00 (controle) 56 119 120 5 0
Z = 0,065mg/L 55 60 106 0 0
© 0,28 mg/L 30 49 84 1 0
9 0,00 (controle) 17 47 45 4 33
22| 0,065 mg/L 27 33 75 0 64
© 0,28 mg/L 14 24 53 5 41

Dados apresentados como média. Ovocito Pré-Vitelogénico I (OPV-I); Ovocito Pré-Vitelogénico 11 (OPV-II);
Ovocito vitelogénicos I (OV-I); Ovoécito Vitelogénico II (OV-II); Ovocito Maduro (OM).

OPV-I da Classe I, expostos a concentracio de 0,065 e 0,28 mg/L RWG®, nio
apresentaram diferencas nas medidas do maior eixo quando comparados ao grupo controle (F
= 10,2592, p = 0,7723). J4 os OPV-I dos ovérios da Classe II, expostos a 0,28 mg/L RWG®
apresentaram um aumento significativo nas medidas do maior eixo, diferindo apenas do grupo
controle (F = 4,023, p = 0,0200). Entretanto, na Classe III, foi observado uma reducao
significativa do maior eixo dos ovocitos OPV-I, quando expostos a concentragao de 0,065 mg/L
RWG®, diferindo apenas do grupo controle (F = 3,14, p = 0,05) (Figura 16).

Nos OPV-II dos ovarios da Classe I, ndo foi observado efeito significativo das

concentragdes 0,065 mg/L e 0,28 mg/L RWG® na medida do maior eixo, quando comparado



39

ao grupo controle (H = 1,182, p = 0,3081). Porém, nos ovarios da Classe II, ambas as
concentracdes de RWG® apresentaram um aumento significativo do maior eixo dos OPV-II em
relagdo ao grupo controle (H =9,999, p = 0,0067). Ja nos ovarios da classe III, apenas OPV-II
expostos a 0,065 mg/L RWG® apresentaram uma reducio do maior eixo (F =14,98, p <0,0001),
diferindo do grupo controle e do grupo exposto a 0,28 mg/L RWG® (Figura 17).

Figura 16: Efeito do RWG® sobre o comprimento do maior eixo dos OPV-I de ovarios de M.
potiuna das classes I, I e I1I, apds a exposi¢do por 14 dias.

80- 10,00 mg/L (Controle)
M 0,065 mg/L RWG®
o~ ab b a ®
£ 60- a T ab 0,28 mg/L RWG
=5
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= 40
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2
= 20-
0
Classe | Classel ll Classe lll

Média + EPM do comprimento do maior eixo dos OPV-I. Letras do alfabeto romano diferentes denotam diferengas

significativas entre os grupos expostos por 14 dias (n = 3 fémeas/estagio da maturagdo
ovariana/concentragdo/duplicata). (Teste de Tukey HSD, p < 0,05).

Figura 17: Efeito do RWG® sobre o comprimento do maior eixo dos OPV-II de ovarios de M.
potiuna das classes I, II e III, apds exposicao por 14 dias.

150+ . 010,00 mg/L (Controle)
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Média =+ EPM do comprimento do maior eixo dos OPV-II. Letras do alfabeto romano diferentes denotam
diferencas significativas entre os grupos expostos por 14 dias. (n = 3 fémeas/estagio da maturacdo
ovariana/concentragdo/duplicata). (Teste de Tukey HSD, p < 0,05).
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Nos OV-I das trés classes de IGS (Figura 18A, F =2,078, p=0,1270; H=3,444, p=0,17;
F=2,717, p = 0,0689, respectivamente) ¢ os OV-II de ovarios da Classe I (Figura 18B, F =
2,986, p = 0,0604) ndo apresentaram diferengas nas medidas do maior eixo apds 14 dias de

exposi¢do as concentragdes 0,065 mg/L e 0,28 mg/L RWG®.

Figura 18: Efeito do RWG® sobre o comprimento do maior eixo dos OV-I de ovérios de M.
potiuna das classes I, IT e III e de OvV-II de ovarios da Classe I, apds 14 dias de exposig¢ao.
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0,00 0,065 0,28
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Concentracgédo de RWG®(mgIL)

Média + EPM do comprimento do maior eixo dos OV-I e II. (n = 3 fémeas/estagio da maturagdo
ovariana/concentragao/duplicata) (p > 0,05).

Considerando o ntimero de OV-II nas Classes II e III (Tabela 2) e os resultados
apresentados na Figura 18, optou-se por unir os valores obtidos para OV-I e II em todas as
classes de IGS, em um Unico grupo, Ovécitos Vitelogénicos (OV). A andlise do comprimento

do maior eixo destes ovocitos de todas as classes, demostrou uma diminui¢do apenas nos OV
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da Classe III expostos a menor concentracao (0,065 mg/L), em relagdo ao seu grupo controle
(F=4,679,p=0,0104).

Figura 19: Efeito do RWG®™ sobre o comprimento do maior eixo dos OV dos ovarios das classes
I, Il e Il de M. potiuna, apos 14 dias de exposicao.
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Média = EPM do comprimento do maior eixo dos OV. Letras do alfabeto romano diferentes denotam diferencgas
significativas entre os grupos expostos por 14 dias. (n = 3 fémeas/estagio da maturagdo
ovariana/concentragao/duplicata). (Teste de Tukey HSD, p < 0,05).

Nos OM, encontrados apenas na Classe III, nenhuma diferenga foi observada no
comprimento do maior eixo destas células apos a exposi¢do por 14 dias as concentracdes 0,065
mg/L e a 0,28 mg/L RWG® em comparacio com o grupo controle, sendo observada diferenca

estatisticas apenas entre os grupos expostos a0 RWG® (F = 8,122, p = 0,0005) (Figura 20).

Figura 20: Efeito do RWG® sobre o comprimento do maior eixo dos OM de ovérios de M.
potiuna da Classes 111, apds 14 dias de exposi¢ao.
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Meédia = EPM do comprimento do maior eixo dos OM. Letras do alfabeto romano diferentes denotam diferencas
significativas entre os grupos expostos por 14 dias. (n = 3 fémeas/estagio da maturacdo ovariana/concentracio).
(Teste de Tukey HSD, p < 0,05).

4.3.2 Efeito do Roundup WG® sobre o comprimento do menor eixo das células

germinativas de ovarios de Macrobrachium potiuna

OPV-I dos ovarios das Classes I, II e III, expostos as concentragdes 0,065 ¢ a 0,28 mg/L
RWG?®, ndo apresentaram diferengas nas medidas do menor eixo (F = 1,967, p = 0,1467; F =
0,02072, p = 0,9795; F = 2,853, p = 0,0663, respectivamente) (Figura 21A). Entretanto, os
OPV-II dos ovarios das Classes I e II apresentaram um aumento significativo do menor eixo
quando expostos a2 ambas concentracdes de RWG®, diferindo apenas de seus respectivos
controles (F = 6,174, p =0,0023; H = 9,999, p = 0,0067). Ja nos ovarios da Classe III, foi
observado uma redugdo do menor eixo dos OPV-II na concentragdo de 0,065 mg/L RWG®, a
qual diferiu do grupo controle e do grupo 0,28 mg/L (F = 12,46, p <0,0001) (Figura 21B).

Nao foram observadas diferencas na morfometria do menor eixo dos OV dos ovarios da
Classe I, expostos as concentragdes de 0,065 mg/L e 0,28 mg/L RWG® em relagio ao grupo
controle (F =0,1298, p = 0,8786). Os OV dos ovarios da Classe II, expostas a concentragdo de
0,28 mg/L RWG®, apresentaram aumento significativo no menor eixo das células, diferindo
apenas do grupo controle (F =4.296, p = 0,0145). Por outro lado, os OV dos ovarios da Classe
IIT apresentaram uma redu¢do do menor eixo quando expostos a concentragao de 0,065 mg/L

RWG® em relagio ao grupo controle (F = 5,435, p = 0,0052) (Figura 22).

Figura 21: Efeito do RWG® sobre o comprimento do menor eixo dos OPV-I e II de ovérios de
M. potiuna da Classes I, II e 111, ap6s 14 dias de exposi¢ao.
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Média = EPM do comprimento do menor eixo dos OPV-I e II. (A) Comprimento do menor eixo dos OPV-I. (B)
Comprimento do menor eixo dos OPV-II. Letras do alfabeto romano diferentes denotam diferengas significativas

entre os grupos expostos por 14 dias (n =3 fémeas/estagio da maturagao ovariana/concentragdo/duplicata). (Teste
de Tukey HSD, p < 0,05).

Os OM visualizados apenas na Classe III e expostos as concentragdes 0,065 mg/L e 0,28
mg/L RWG®, ndo apresentaram diferengas no comprimento do menor eixo quando comparados
ao controle, sendo que os valores diferiram apenas entre as duas concentracdes de RWG® (F =

3,773, p = 0,0255) (Figura 23).

Figura 22: Efeito do RWG® sobre o comprimento do menor eixo dos OV de ovarios de M.
potiuna da Classes 1, II e II1, apds 14 dias de exposicao.
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Meédia = EPM do comprimento do menor eixo dos OV. Letras do alfabeto romano diferentes denotam diferencas
significativas entre o0s grupos expostos por 14 dias (n = 3 fémeas/estagio da maturagdo
ovariana/concentragao/duplicata). (Teste de Tukey HSD, p < 0,05).
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Figura 23: Efeito do RWG®™ sobre o comprimento do menor eixo dos OM de ovarios de M.
potiuna da Classes III, apos 14 dias de exposigao.
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Média +£ EPM do comprimento do menor eixo dos OM. Letras do alfabeto romano diferentes denotam diferencas
significativas entre os grupos expostos por 14 dias. (n = 3 fémeas/estagio da maturagdo ovariana/concentragio).
(Teste de Tukey HSD, p < 0,05).

4.3.3 Efeito do RWG® sobre a morfometria do niicleo das células germinativas do ovario

de Macrobrachium potiuna

As analises da morfometria dos nucleos dos OPV-I e II da Classe I ndo apresentaram
diferencgas significativas (F = 0,1719, p = 0,8424; H = 0,07441, p = 0,9635, respectivamente).
Por outro lado, os OV-I da Classe I, demostraram um aumento significativo no maior eixo dos
nticleos quando expostos a concentracdo de 0,065 mg/L de RWG®, diferindo tanto do grupo
controle quanto da maior concentragdo testada (F = 9,434, p = 0,0089). Os nticleos dos OV-II
expostos a concentragdo de 0,28 mg/L de RWG®, também apresentaram um aumento em seu
maior €ixo em comparacao com seu grupo controle e com a concentracao de 0,065 mg/L (H =
13,23, p = 0,0013). Entretanto, na Classe II, ndo foram observadas diferengas no comprimento
do maior eixo dos nticleos (OPV-1-F =1,297, p=0,2765; OPV-II - F =2913, p=0,0563; OV-
I[-F=1,599, p=0,2037). Por outro lado, OPV-I e II da Classe III, expostos a concentragdo de
0,065 mg/L de RWG®, demostraram uma reducio significativa no comprimento do maior eixo
de seus nucleos, diferindo apenas do grupo controle (OPV-I - F =6,412, p =0,0031; OPV-II —
F = 6,545, p = 0,0021). Tal reducdo do maior eixo também ocorreu em nucleos de OV-I da
Classe III, quando expostos a concentracio de 0,28 mg/L de RWG®, diferindo do grupo
controle e do grupo exposto a 0,065 mg/L de RWG® (F = 6,499, p = 0,0019) (Tabela 3).
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Tabela 3: Efeito do RWG® sobre o comprimento do maior eixo dos niicleos das células
germinativas de ovarios de M. potiuna das Classes I, II e III, apos 14 dias de exposigao.

NUCLEO
Ovécito - OPV-I OPV-II OV-I OV-II
oncentracao

3 CONTROLE 26,71+0,89 | 4565+1,30 | 5249+136° | 58,39+2,54"
& - 0,065 mg/L 2621+1,65 | 4536+1,05 | 57,86+144° | 62,71£2.46°
© 0,28 mg/L 2572+£1,26 | 4542+1,04 | 5501+095% | 71,72+1,41°
9 CONTROLE 31,02 £1,05 49,93+£097 | 60,05+ 130 -

25 0,065 mg/L 28,97 0,98 49,0 + 1,38 56,78 + 1,38 -

© 0,28 mg/L 30.85+1,04 | 49,51+1,62 57,5 + 1,65 -

3 CONTROLE 31,17+ 1,57* | 46,61+1,71* | 54,88+2,11° -

= 0,065 mg/L 25,67 +0,85° 38,6 +1,27° 52,47+1,10* -

U 0,28 mg/L 2735£0,99® | 423+£1,95% | 46,78+ 1,64° -

Média = EPM do comprimento do maior eixo dos ntcleos das OPV-I, OPV-II, OV-I, OV-II. Letras do alfabeto
romano diferentes denotam diferengas significativas entre os grupos expostos por 14 dia (n = 3 fémeas/estagio da
maturag@o ovariana/concentragdo). (Teste de Tukey HSD, p < 0,05).

4.4 EFEITO DA EXPOSICAO POR 14 DIAS AO RWG® SOBRE OS CONTEUDOS DE
PROTEINAS TOTAIS, POLISSACARIDEOS ACIDOS E NEUTROS E PROTEINA
VITELINA NOS OVARIOS DE MACROBRACHIUM POTIUNA

A partir da analise de ATO, observou-se um aumento no contetdo de polissacarideos
4cidos nos OPV expostos a concentragio de 0,065 mg/L RWG®, diferindo do grupo controle e
0,28 mg/L RWG® (H = 55,79, p < 0,0001). A quantificagdo dos polissacarideos neutros por
meio da histoquimica de PAS, demostrou um aumento deste tipo de carboidrato em ambas as
concentragdes testadas (0,065 mg/L e 0,28 mg/L RWG®™) quando comparadas ao controle (H =
34,55, p <0,0001). Similarmente, observamos um aumento dos conteudos das proteinas totais
nas duas concentracdes de RWG®, por meio da analise histoquimica de CBB (H = 9,925, p =

0,0070) (Figura 24 e 25).
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Figura 24: Densidade integrada das reagdes positivas para polissacarideos acidos e neutros e
proteinas totais dos OPV de ovarios de M. potiuna apo6s 14 dias de exposi¢io a0 RWG®.

Corte transversal de ovario de M. potiuna. Hitoquimica dos OPV (A, B e C) em ATO, (D, Ee F) PASe (G,He
I). Barra de escala: 50 um.

Figura 25: Efeito do RWG® no contetido de polissacarideos 4cidos, neutros e proteinas totais
dos OPV, apds exposi¢do por 14 dias.
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Meédia + EPM da densidade integrada (pixels) do conteudo de polissacarideos acidos e neutros e proteinas totais.
Letras do alfabeto romano diferentes denotam diferencas significativas entre os grupos expostos por 14 dias. (n =
3 fémeas/estagio da maturagdo ovariana/concentragio). ATO = Azul de Toluidina, PAS = Acido Periddico de
Schiff, CBB = Azul Brilhante de Comassie. (Teste de Tukey HSD, p < 0,05).
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Nos OV, verificou-se um aumento do contetido de polissacarideos 4cidos na concentragao
de 0,065 mg/L RWG® em relagdo ao grupo controle (H = 10,53, p = 0,0052). Por outro lado,
nao foram observadas diferencas nos conteudos de polissacarideos neutros (H = 0,9013, p =
0,6372), porém, um aumento no conteudo de proteinas totais foi observado nas duas
concentracdes de RWG® (F = 14,09, p < 0,0001) (Figura 26 e 27).

Em OM, observou-se uma redu¢do do conteudo de polissacarideos acidos na maior
concentragio de RWG® em comparagio com os demais grupos (H = 0,3063, p <0,0001). Um
aumento no contetido de polissacarideos neutros foi observado apenas na menor concentragao
de RWG® em comparacio com os demais grupos (F = 46,66, p < 0,0001). O mesmo aumento
foi observado no contetido de proteinas totais na concentragio 0,065 mg/L RWG®, diferindo

dos demais grupos experimentais (F = 70,87, p < 0,0001) (Figura 28 e 29).

Figura 26: Densidade Integrada das reagdes positivas para polissacarideos acidos e neutros e
proteinas totais dos OV de ovarios de M. potiuna apés 14 dias de exposicdo a0 RWG®.
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Meédia + EPM da densidade integrada (pixels) do contetido de polissacarideos acidos e neutros e proteinas totais.
Letras do alfabeto romano diferentes denotam diferencas significativas entre os grupos expostos por 14 dias.
Auséncia de letras representa p > 0,05. (n = 3 fémeas/estagio da maturagdo ovariana/concentracido). ATO = Azul
de Toluidina, PAS = Acido Periédico de Schiff, CBB = Azul Brilhante de Comassie. (Teste de Tukey HSD, p <
0,05).
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Figura 27: Efeito do RWG® sobre o contetido de polissacarideos dcidos e neutros e proteinas
totais dos OV de ovérios de M. potiuna, ap6s 14 dias de exposigao.

0,00 mg/L (Controle) 0,065 mg/L RWG® 0,28 mg/L RWG®

Ll

Corte transversal de ovario de M. potiuna. Histoquimica dos OV (A, B e C) em ATO, (D,Ee F) PASe (G,HeI).
Barra de escala: 50 pm.

Figura 28: Densidade Integrada das reagdes positivas para polissacarideos acidos e neutros e
proteinas totais dos OM de ovarios de M. potiuna apds 14 dias de exposicio ao RWG®,
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Letras do alfabeto romano diferentes denotam diferengas significativas entre os grupos expostos por 14 dias. (n =
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3 fémeas/estagio da maturagdo ovariana/concentragio). ATO = Azul de Toluidina, PAS = Acido Periédico de
Schiff, CBB = Azul Brilhante de Comassie. (Teste de Tukey HSD, p < 0,05).

Figura 29: Efeito do RWG® sobre o contetido de polissacarideos 4cidos, neutros e proteinas
totais dos OM de ovarios de M. potiuna, ap6s exposicao por 14 dias.

0,00 mg/L (Controle) 0,065 mg/L RWG® 0,28 mg/L RWG®

Corte transversal de ovario de M. potiuna. Histoquimica dos OM (A, B e C) em ATO, (D, Ee F) PASe (G,He
I). Barra de escala: 200 um.

Na analise da marcagdo celular da proteina vitelina por imuno-histoquimica (Figura 30A,
B), os OPV apresentaram uma imunorreacdo homogénea no citoplasma (Figura 30C), enquanto
que os OV apresentaram uma reatividade mais intensa e aglomerados da proteina vitelina,
primeiramente distribuidos na periferia e, a medida que a maturagdo avanga, distribuidos por
todo o citoplasma do ovocito (Figura 30D). Padrdo observado tanto no grupo controle como
nos grupos expostos a 0,065 mg/L e 0,28 mg/L RWG®. A quantificagdo da proteina vitelina
nos OPV apresentou um aumento em ambas as concentragdes de RWG® testadas, quando
comparadas ao controle (H = 18,25, p <0,0001) (Figura 31 e 33), similarmente ao que ocorreu

em OV expostos a 0,065 mg/L RWG® (H = 6,752, p < 0,0342) (Figura 32 e 33).
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Figura 30: Imunomarcagdo da proteina vitelina nas células germinativas do ovario de fémeas
de M. potiuna nio expostas a0 RWG®.

Corte transversal de ovario de M. potiuna ndo exposto a0 RWG®. (A) Visdo geral do ovéario com OPV (asterisco)
e OV (tridngulo) positivos para a imunomarcacdo da proteina vitelina. (B) Quadros pretos representam ampliagdes
dos OPV e OV positivos para a proteina vitelina apresentados em maior aumento em C e D, respectivamente. (C)
OPV com imunorreagdo homogénea no citoplasma. (D) OV com aglomerados da proteina vitelina (seta preta)
distribuidos no citoplasma. Barra de escala em A =500 um, B =200 pum; C e D = 50 um.
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Figura 31: Densidade Integrada das reagdes positivas para a proteinas vitelina em OPV de
ovérios de M. potiuna ap6s 14 dias de exposicdo a0 RWG®.
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maturag@o ovariana/concentragdo) (Teste de Tukey HSD, p < 0,05).

Figura 32: Densidade Integrada das reacdes positivas para a proteina vitelina em OV de ovarios
de M. potiuna, apds 14 dias de exposicio ao RWG®.
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M¢édia + EPM da densidade integrada (pixels) do contetido da proteina vitelina em OV. Letras do alfabeto romano
diferentes denotam diferengas significativas entre os grupos expostos por 14 dias. (n = 3 fémeas/estagio da
maturagao ovariana/concentragdo) (Teste de Tukey HSD, p < 0,05).
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Figura 33: Efeito do RWG® sobre a proteina vitelina dos OPV e OV de ovérios de M.
potiuna, apds exposicao por 14 dias.

0,00 mg/L (Controle) 0,28 mg/L RWG®

Corte transversal de ovario de M. potiuna. Imunohistoquimica dos ovocitos pré-vitelogénicos- OPV (A, Be C) e
ovacitos vitelogénicos- OV (D, E e F). Barra de escala: 50 pm.
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5 DISCUSSAO

O glifosato ¢ reconhecido como o herbicida mais utilizado no mundo liderando o ranking
de ingrediente ativo mais comercializado no Brasil (IBAMA, 2017). Diante deste cendrio, ¢
visivel que estudos referentes a avaliagdo dos efeitos de formulacdes de HBG em organismos
ndo-alvos aumentaram de maneira significativa nas ultimas décadas. No presente trabalho,
foram investigados os efeitos de uma formulacao de HBG sobre a morfologia, morfometria e
conteudo de proteinas e carboidratos nas células germinativas do ovario da espécie endémica
do Brasil, M. potiuna.

As concentracdes de HBG utilizadas no presente estudo estdo de acordo com os valores
estabelecidos pelo CONAMA e abaixo das concentragdes ja encontradas em aguas superficiais
no Brasil (0,02 — 2024 pg/L) e no mundo (1.600 pg/L; 0,10 a 0,70 mg/L; 28 e 45 ng/L) (Freire
et al., 2012; Avigliano & Schenone, 2015; Peruzzo et al., 2008; Gunarathna et al., 2018). Apos
a exposicdo das fémeas ao herbicida RWG® (0,065 mg/L e a 0,28 mg/L) por 14 dias, nio foi
encontrada diferenga nas andlises de biometria corporal, massa do ovario e IGS, quando
comparadas ao grupo controle. Resultado semelhante foi obtido para fémeas de caranguejo N.
granulata expostas a concentragdo de 2,5 mg/L. de HBG, Roundup Ultramax (Avigliano et al.,
2014). Contudo, mesmo avaliando os valores ambientalmente relevantes para dguas superficiais
no pais, observamos em nossos resultados efeitos danosos deste herbicida sobre a maturagdo
ovariana do camardo de 4gua doce M. potiuna.

O IGS ¢ um parametro reprodutivo importante para estimar a condi¢do reprodutiva, a
partir das variagdes no crescimento das gonadas durante os ciclos reprodutivos, o que sem
davida atribui uma referéncia importante a esta metodologia. Neste sentido, o IGS foi utilizado
em inimeros trabalhos sobre matura¢do ovariana, ndo s6 para palemonideos (Carvalho 1981;
Chaves & Magalhaes, 1993; Mossolim & Bueno, 2002; Chang & Shih, 1995) como também
para outros grupos de crustaceos (Avigliano et al., 2014; Canosa et al., 2018). Além disso,
estudos acerca da toxicidade de HBG e de outros herbicidas, vém utilizando o IGS para
identificar possiveis alteracdes na maturacdo ovariana de crustdceos (Canosa et al., 2018;
Silveyra et al., 2017, Negro & Collins, 2017) e peixes (Armiliato et al., 2014, Webster et al.,
2014).

O fato de que em nossos resultados o IGS nao ter sido comprometido pela agdo do HBG
sugere que ele representa uma avaliagdo criteriosa da capacidade reprodutiva para mensurar

diferentes exposicdes a poluentes, pois baixas concentracdes do herbicida, parecem nao
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interferir na massa corporal e ovariana de maneira a ndo comprometer o IGS. Embora o IGS
seja um parametro relevante e uma ferramenta mensuravel para estimar alteragdes na maturacao
ovariana, ¢ importante que a avaliacdo toxicoldgica seja complementada através de analises
estruturais e morfométricas do ovario.

As caracteristicas externas dos ovarios, utilizada por alguns autores como recurso para o
reconhecimento do sexo e do periodo reprodutivo de paleomonideos, bem como sua associagao
com a maturagdo das células germinativas, contribuem para o entendimento da biologia
reprodutiva das espécies desta familia de camardes (Zara et al., 2013; Braga et al., 2016). Assim,
para continuar a inferir possiveis efeitos do RWG® sobre a maturagio ovariana de M. potiuna,
se fez necessario, primeiramente, caracterizar a estrutura morfoldgica dos ovarios e de suas
c¢lulas germinativas.

Uma das caracteristicas macroscopicas analisadas para o reconhecimento do estagio da
maturagdo do ovario ¢ a sua coloragdo, em virtude do acimulo de carotenoides. Este pigmento
desempenha um importante papel durante a embriogénese, como fonte de provitamina A e
como antioxidantes. Em M. potiuna, assim como em M. amazonicum (Ventura et al., 2019) e
M. acanthurus (Carvalho et al., 1981), a medida que os ovocitos amadurecem, os ovarios
apresentam actimulo de carotenoides em sua superficie, dando-lhe a coloragdo esverdeada.

Outro parametro macroscopico avaliado no reconhecimento do estdgio da maturagdo
ovariana ¢ a dimensdo e a posi¢do do ovario no cefalotérax, uma vez que o aumento no seu
tamanho esta relacionado a incorporagdo de proteinas e lipidios nos ovocitos (Cavali et al.,
2001). Tais caracteristicas morfoldgicas externas permitiram reconhecer trés estagios da
maturacao dos ovarios em M. potiuna, corroborando com a descricdo macroscopica de ovarios
de M. acanturus (Carvalho et al., 1981). Em M. olfersi (Mossolim & Bueno, 1993) e M.
rosemberguii (Chang & Shih, 1995; Martins et al., 2007), a maturagdo do ovario foi
estabelecida em 5 estagios e para M. amazonicum (Ventura et al., 2019) e M. asperulum (Huang
etal., 2010) em seis estagios. Para evitar a perda de informagdes importantes na caracterizagao
das principais etapas da maturagdo ovariana bem como aglutinar informagdes relevantes de um
processo dindmico, no presente estudo optou-se por categoriza-lo em estagio inicial,
intermediario e avangado, os quais sdo facilmente reconhecidos em M. potiuna.

A observagdo microscopica dos ovocitos ¢ considerada um dos métodos mais precisos
para a determinacdo da maturidade ovariana (Carvalho et al., 1981; Ventura et al, 2019) A
literatura apresenta diferentes classificacdes para as células germinativas do género

Macrobrachium e, mesmo que nao haja padronizacdo na nomenclatura entre os autores, as
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células germinativas podem ser categorizadas considerando parametros como didmetro,
visualizacdo do nucleo e nucléolo, propor¢ao nucleo/citoplasma e, distribuicdo de vesiculas
lipidicas e de granulos de vitelo no citoplasma. Tais caracteristicas, em conjunto com a
descricdo morfologica disponivel na literatura (Carvalho, 1981; Chang & Shih, 1995; Chavez
& Magalhaes, 1993; Sooklang et al., 2012, Ventura et al., 2019), permitiram reconhecer e
categorizar as células germinativas do ovario de M. potiuna, como: ovogonias, ovocitos pré-
vitelogénicos I, ovocitos pré-vitelogénicos II, ovocitos vitelogénicos I, ovocitos vitelogénicos
I e ovocitos maduros. Observou-se também que o0s ovocitos apresentam progressivo
amadurecimento e deslocamento da regido central para a periferia do ovario, sendo similar ao
descrito para M. acanthurus (Carvalho et al., 1981) e M. amazonicum (Ventura et al., 2019),
confirmando a uniformidade das caracteristicas reprodutivas nas espécies deste género.

As Og, as menores células germinativas, foram observadas na regido central do ovario,
apresentando caracteristicas como citoplasma escasso e alta atividade proliferativa, assim como
demonstrado para outras espécies deste género (Massolim & Bueno, 2002; Huang et al., 2010).
Contudo, essas caracteristicas dificultam as andlises morfologicas e morfométricas deste tipo
celular.

Sooklang et al., (2012) relatam que em ovarios de M. rosemberguii os OPV-I encontram-
se proximos as Og e que a principal diferenca entre OPV-I e 11, ¢ que este Gltimo apresenta uma
menor relagdo nucleo/citoplasma, sendo seu didmetro maior que os anteriores. Tais diferencas
entre os OPV, demostram o dinamismo da maturag¢do dos ovarios e, por este motivo, optamos
por realizar analises morfométricas separadamente para ambos tipos celulares.

Em OPV-1e Il de M. amazonicum h4 uma divergéncia de relatos quanto ao numero de
nucléolos, o que os autores justificam pela limitagdo da técnica histoldégica empregada, onde
nem sempre € possivel visualizar o nucleo e nucléolo (Chaves e Magalhdes, 1993; Ventura et
al., 2019). Em M. potiuna observamos a presenca de apenas um nucléolo por OPV-I e II, assim
como descrito também para M. rosemberguii (Soonklang et al., 2012) e M. asperulum (Huang
et al., 2010).

De acordo com a literatura, o aumento no tamanho dos OPV pela deposi¢do de lipidios
na periferia do citoplasma constitui indicios da formagdo dos OV (Carvalho, 1981; Chaves &
Magalhaes, 1993, Ventura et al., 2019), o que facilita seu reconhecimento em meio as demais
células germinativas do ovario. Os mesmos autores descrevem que a medida que os OV
avancam no processo de maturacdo, ha o preenchimento do citoplasma por vesiculas lipidicas

e proteinas o que dificulta a observagdo do nucleo, caracterizando assim, o0 OM.
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Caracteristicas morfologicas semelhantes as descritas acima, para células germinativas
do ovério do género Marcrobrachium, foram evidenciadas tanto no grupo exposto ao RWG®
como no grupo controle, sendo possivel sugerir que as concentragdes utilizadas neste estudo,
parecem nao comprometer o padrdo morfoldgico e sua organizagdo. Contudo, em ovarios de V.
granulata em rematuragdo, foi observado um aumento no numero de ovécitos em reabsorcao
quando expostas a 2,5 e 5 mg/L de glifosato puro (Avigliano et al., 2014). Visto que, neste
estudo foi utilizado uma formulagdo comercial onde os “ingredientes inertes” presentes na
mesma, podem ter atuado como antagonistas ao efeito do glifosato puro. Mesmo nao tendo
evidenciado alteragdes morfoldgicas, ndo pode ser descartado que alteragdes bioquimicas e
moleculares possam ter ocorrido, sendo necessario desenvolver mais estudos para continuar a
elucidar o efeito deste herbicida nos ovarios de M. potiuna.

Conforme ocorre o avango da maturagdo ovariana, as células germinativas apresentam
diferengas no tamanho devido a incorporagdo dos compostos organicos. Assim, através da
analise morfométrica € possivel acompanhar o processo da maturagdo ovariana (Carvalho et al.,
1981, Ventura et al., 2019), permitindo observar também, possiveis alteragdes no tamanho dos
ovocitos quando expostos a um poluente (Canosa et al., 2018; Silveyra et al., 2018, Negro &
Collins, 2017; Avigliano et al., 2014). As morfometrias realizadas neste estudo demostraram
que a Classe I de IGS foi menos prejudicada quando comparada as demais classes. Tal
observacdo pode estar relacionada com o estagio da maturagdo das células germinativas destes
ovarios, uma vez que a Classe I difere das demais, por apresentar maior nimero de ovocitos em
estagio inicial da vitelogénese, sugerindo que fémeas expostas no inicio da maturacao, podem
estar acumulando danos que irdo comprometer as etapas subsequentes deste processo. Embora
a organizagdo em classes de IGS facilite a compreensao do periodo reprodutivo das espécies,
trabalhos de toxicidade em ovarios, consideram os efeitos dos poluentes apenas nas células
germinativas, faltando indicar em qual estagio da maturagdo as fémeas se encontram.

A exposicao a herbicidas pode reduzir o tamanho dos ovocitos em crustaceos, conforme
observado nos caranguejos Chasmagnathus granulata, N. granulata (Rodriguez et al., 1994,
Silveyra et al., 2017), o que pode estar relacionado com a diminui¢@o das reservas energéticas,
como os carboidratos. No entanto, no presente estudo, observamos o aumento do tamanho dos
OPV e OV, sendo concomitante ao aumento do conteudo de proteinas totais e carboidratos
acidos e neutros. Assim, ambos resultados sugerem que a sintese e incorporacdo destas
macromoléculas foi estimulada pela exposi¢ao ao HBG, refutando a hipotese de que o herbicida

diminuiria o comprimento das células germinativas. Tal aumento na morfometria também foi
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evidenciada em ovoécitos do caranguejo N. granulata expostos a uma formulagdo de Roundup
e em OPV de D. rerio expostos a mesma concentragdo de RWG®, utilizada neste estudo (0,065
mg/L) (Armiliato et al., 2014).

Outros estudos também demostraram um aumento no tamanho dos ovécitos em espécies
de crustaceos expostos a inseticidas, como no caranguejo Gecarcoidea natalis exposto ao
piriproxifeno (Linton et al., 2009) e no caranguejo de agua doce Zilchiopsis collastinensis
exposto ao endosulfan e clorpirifos (Negro, 2015; Negro & Collins, 2017). Dentre os ovdcitos
com alteragdes na morfometria, as ocorridas nos OPV foram as mais evidenciadas por estes
autores, indo de encontro com nossos resultados. Estas células sdo responsaveis pela sintese de
RNAs mensageiros que codificam receptores e enzimas envolvidas no processo proteolitico da
vitelogenina em vitelina no ovario, processo importante para as etapas seguintes da
vitelogénese. Neste contexto, tais andlises sugerem uma maior sensibilidade deste tipo de
ovocito, quando exposto a poluentes.

A maturagdo ovariana pode ser alvo da desregulagdo endodcrina por substancias quimicas
capazes de atuar mimetizando hormonios, bloqueando receptores e/ou inibidores de enzimas
(Linton et al., 2009). Avigliano et al., (2014) sugerem que o aumento dos ovocitos pode estar
relacionado a agdo de desregulador enddcrino do glifosato, sobre hormonios envolvidos na
maturagdo ovariana. Assim, considerando o HBG como um desregulador endocrino para M.
potiuna (Melo et al.,, 2019b), uma possibilidade, ¢ que este herbicida poderia estar
potencializando a a¢do do hormdnio estimulador da gonada e atuando de modo contrario, no
hormdnio inibidor da gonada, levando a aceleracdo da maturagdo ovariana. Porém, mais estudos
sd0 necessarios para compreender este aumento no comprimento dos eixos das células
germinativas de M. potiuna quando expostas ao HBG.

A aceleracdo da maturagdo ovariana e o consequente aumento das reservas energéticas,
pode ser capaz de provocar a desova fora da estacdo reprodutiva normal, além de causar efeitos
no processamento das macromoléculas constituintes do vitelo, como na clivagem e sintese de
proteinas (Linton et al., 2009). Um possivel comprometimento da qualidade das reservas
energéticas, poderia interferir no desenvolvimento embrionario, o que diminuiria o desempenho
reprodutivo de M. potiuna. Cabe ressaltar ainda, que ndo héa dados anteriores ao presente estudo
avaliando os efeitos de diferentes concentracdes de HBG sobre a morfologia ¢ morfometria de
células germinativas de espécies de crustdceos endémicas do Brasil.

Ao analisarmos a morfometria dos ovdcitos presentes em ovarios da Classe III de IGS

apos a exposi¢ao ao HBG, nossos resultados mostraram uma redug¢@o do comprimento dos eixos
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dos ovocitos OPV e OV, assim como dos nucleos. Fémeas em classes mais avancadas do IGS,
apresentam grande parte do ovario preenchidos por ovdcitos maduros, além de destinarem parte
de suas reservas energéticas para etapas subsequentes da reproducao (Chang & Shih, 1995).
Assim, como um mecanismo compensatorio e uma estratégia reprodutiva, as f€émeas expostas
ao HBG podem ter reduzido o metabolismo celular e a demanda energética da maturagdo dos
OPV-I, IT e OV neste estagio da maturagao, para garantir a energia necessaria para 0s processos
seguintes da reproducdo, como eclosdo, fecundagdo e transporte dos embrides na camara
incubadora.

Além disso, uma provavel explicagdo para a auséncia de diferenca no tamanho dos eixos
dos OM expostos a0 RWG®, pode estar relacionada ao aumento na quantidade de carotenoides
durante a fase mais avangada da maturagdo ovariana. No ovario, este pigmento possui acao
antioxidante, um importante mecanismo na protecao dos ovocitos contra um possivel estresse
oxidativo causado pela exposi¢do a agentes externos, como os agrotoxicos (Lifian et al., 2002).
Desta maneira, os carotenoides parecem auxiliar na continuidade da maturagdo ovariana em
fémeas expostas ao HBG em estagios mais avancados, evitando o declinio da populacdo deste
crustaceo de 4gua doce. Assim, a organizacdo em Classes, foi fundamental para a obtengao
destes resultados, visto que eles podem estar relacionados a fase de maturagdo em que estes
ovarios se encontram. Embora a morfometria seja uma metodologia aplicada tanto para a
categorizacdo das células germinativas (Carvalho et al., 1981) quanto para inferir possiveis
efeitos de poluentes (Canosa et al., 2018), ¢ importante que seja acompanhada por outras
metodologias para confirmacao dos resultados, como analises ultraestruturais.

Para determinar a composicdo das moléculas organicas utilizadas durante a dindmica da
maturagdo ovariana, o uso de técnicas histoquimicas tem sido empregado (Braga et al., 2016).
Nos crusticeos, os ovarios sdo considerados um importante 6rgdo de armazenamento de
nutrientes organicos na forma de proteinas, lipidios e carboidratos, depositados na gonada
durante a maturacao e utilizados como fonte de energia pelos embrides em desenvolvimento
(Chag & Shih, 1995). Porém, quando submetidos a uma situagao de estresse, como a exposi¢ao
a um poluente, a sintese e deposi¢ao destes compostos no ovario podem apresentar flutuagdes
(Vijayavel & Balasubramanian, 2006).

Em crustaceos decapodes, estudos demostram que, a medida que a maturagdo avanga,
ocorre um aumento no contetido de proteinas totais e polissacarideos acidos. Porém, OM
apresentam reatividade baixa ou negativa para polissacarideos acidos (Nicolau et al., 2011; Zara

et al., 2013). Uma vez que em nossos resultados, as concentragdes de RWG® aumentaram o
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conteudo de proteinas e carboidratos nos OPV e OV e, reduziram o contetudo de polissacarideos
acidos em OM, podemos sugerir que as fémeas, para atender as demandas energéticas
necessarias para desintoxicar, minimizar o estresse da exposicio ao RWG® e garantir a
reprodu¢do, aumentaram a sintese destes compostos organicos.

Tendo em vista os resultados referentes ao aumento no conteido das proteinas e
carboidratos nos OPV e OV de fémeas de M. potiuna expostas ao RWG®, analisamos também,
o contetido da proteina vitelina nestas células. A vitelogenina, molécula precursora da vitelina,
¢ sintetizada no hepatopancreas, liberada na hemolinfa e captada por endocitose pelo ovario
onde ¢ modificada em vitelina pela adi¢do de polissacarideos e lipidios (Charniaux-Cotton,
1985, Sagi et al., 1995). A vitelina ¢ uma lipoglicoproteina, que contém os constituintes
necessarios para a embriogénese e a sobrevivéncia dos embrides (Subramoniam, 2011).
Portanto, a qualidade e quantidade de vitelina acumulada nos ovocitos sao fundamentais para o
sucesso reprodutivo das espécies. Nossos resultados mostraram que, apds a exposi¢ao ao
RWG®, os OPV e OV aumentaram o conteudo da proteina vitelina, a0 mesmo tempo que
aumentaram as proteinas totais, carboidratos e lipidios, demostrando assim, que nossa hipotese
inicial, de que tanto a vitelina quanto os compostos organicos diminuiriam, foi rejeitada.

O HBG também foi capaz de estimular o crescimento e a maturacdo ovariana no
caranguejo N. granulata, indicando um provavel aumento da sintese de vitelogenina e sua
deposicao e modificacdo em vitelina nas células germinativas do ovario (Avigliano et al., 2014).
Uma possibilidade para explicar tais aumentos, como ja mencionado anteriormente, ¢ a
interferéncia do HBG no sistema enddcrino de fémeas de M. potiuna, considerando o fato de
que Melo, et al., (2019b) descrevem um aumento da 20-hidroxiecdisona nesta espécie de
crustaceo exposta a0 RWG®™ e que este ecdisterdide também estimula a vitelogénese durante a
maturacdo dos ovdcitos, através da inducao da sintese de Vg (Hyne 2011).

A partir do presente estudo, sugere-se que o aumento no comprimento dos eixos dos
ovocitos, pode estar relacionado ao aumento do contetido dos carboidratos e das proteinas
totais, bem como da proteina vitelina. Neste contexto, a exposicdo ao HBG, mesmo nas
concentragdes regulamentadas pelo CONAMA, pode estimular a maturagdo ovariana, o que
podera comprometer a curto e longo prazo a reprodu¢do dos crustdceos de dgua doce. Assim,
investigacdes nos compartimentos subcelulares das células germinativas € na expressao de
genes envolvidos na captagdo e clivagem da vitelogenina no ovario para a avaliacdo da
toxicidade de HBG, podem ser de grande valor para entender melhor as respostas obtidas neste

estudo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste trabalho contribuem para a compreensao da organizagao
estrutural dos ovarios de M. potiuna, o que permitiu reconhecer os efeitos da exposicao ao
herbicida Roundup WG® na gonada deste camardo de 4gua doce, endémico da fauna brasileira.
Assim, podemos concluir que:

Os ovérios expostos a concentragio de 0,065 mg/L e 0,28 mg/L de RWG® por 14 dias,
ndo apresentaram alteracdes na organizacao estrutural macro e microscopica. Na biometria
corporal e nos ovarios das fémeas expostas por 14 dias a estas concentracdes de RWG®, ndo
foram observadas diferencas e, em consequéncia, ndo ocorreram alteragdes no IGS.

Houve um aumento no tamanho dos OPV e OV nos ovérios das fémeas expostas no
estagio inicial da maturacdo e uma redugdo destas células no estdgio mais avangado, o que
indica que 0 RWG® compromete a maturagio ovariana. Estes efeitos, em conjunto com o
aumento do conteudo de polissacarideos acidos, neutros, proteinas totais e da proteina vitelina
nos ovarios de fémeas de M. potiuna expostas ao herbicida, podem indicar uma aceleracao na
maturacgdo ovariana, que pode ter sido ocasionada por uma possivel atuagdo do herbicida RWG®

como um desregulador endécrino (Figura 33).

Figura 34: Resumo grafico dos efeitos da exposicdo de fémeas de M. potiuna, durante a
maturacdo ovariana, a0 RWG®.
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(A) Representagdo esquemdtica dos ovocitos por classe de IGS, apds a exposi¢io ao RWG® por 14 dias. (B)
Representagdo dos resultados da quantificagdo dos polissacarideos acidos e neutros, proteinas totais e da proteina
vitelina em OPV (ovocitos pré-vitelogénicos), OV (ovocitos vitelogénicos) e OM (ovocitos maduros), apds a
exposi¢do a0 RWG® por 14 dias.
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