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RESUMO

O glifosato é um herbicida utilizado para inibir o crescimento de plantas
daninhas. Este herbicida € solivel em agua e, quando aplicado em
sistemas terrestres, infiltra no solo atingindo os ecossistemas aquaticos e
consequentemente, afetando organismos ndo-alvo. O objetivo deste
estudo foi caracterizar os efeitos de 65 ug/L glifosato sobre a
organizagdo estrutural e ultraestrutural das células sométicas e
germinativas durante a espermatogénese de Danio rerio. A concentracdo
de glifosato utilizada corresponde ao limite méximo estabelecido pelo
CONAMA para aguas de abastecimento par consumo humano. Os
resultados mostram aumento significativo de micronucleos, além de
aumento significativo no indice gonadossomatico (IGS) nos machos
expostos por 360 h. A analise estrutural permitiu o reconhecimento em
todos grupos de trés estdgios de cistos germinativos organizados
proximos a parede dos testiculos, que correspondem aqueles compostos
por: (i) espermatog6nias, (ii) espermatdcitos, (iii) espermatides (iniciais
e tardias); além da presenca de espermatozoides no limen do tabulo
seminifero. Na analise ultraestrutural observou-se alteracGes nas células
de Sertoli, com perda da densidade do citoplasma e das organelas, bem
como o aparecimento de estruturas com aspecto vesicular. Além dessas,
foram observadas alteragBes das interagdes entre células de Sertoli e
células germinativas e perda das pontes citoplasmaticas entre as células
germinativas. Na andlise de expressdo da proteina envolvida no estresse
celular foi observado no grupo exposto por 144 h, aumento significativo
de HSP70 induzivel, a qual ndo foi mais observado em 360 h. Na
quantificacdo de FASL, envolvida na inducdo a apoptose, observou-se
aumento significativo nos machos expostos por 360 h. Embora neste
estudo, tenha sido reconhecido uma aumento de FASL, ndo foram
observadas modificacdes na expressdo nenhuma das proteinas de
ativagdo a apoptose investigadas (BCL2, BAK e caspase 3). Os efeitos
adversos do glifosato sobre os testiculos, principalmente sobre células
de Sertoli, sdo um importante indicativo sobre as consequéncias na
reproducdo de peixes, que podem abranger desde o nivel celular,
sistémico e populacional. Por fim, este estudo demonstrou a importancia
de se investigar a toxicidade do glifosato sobre a reproducdo masculina,
utilizando testiculos de peixe como modelo experimental.

Palavras-chave: agrotdxicos, zebrafish, espermatogénese, células de
Sertoli, ultraestrutura.
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ABSTRACT

Glyphosate is herbicide used to inhibit the growth of weeds. This
herbicide is soluble in water, and when applied in terrestrial systems,
glyphosate infiltrates into the soil, reaching aquatic ecosystems and
consequently affecting nontarget organisms. The aim of this study was
to characterize the effect of 65 pg/L glyphosate on the structural and
ultrastructural organization of somatic and germ cells during Danio
rerio spermatogenesis. Glyphosate concentration used corresponds to
the maximum level stated by CONAMA for waters for human
consumption. Our results showed significant increase of the
micronuclei, as well as, significant increase in GSI on males exposed to
glyphosate for 360 h. Structural analysis allowed the recognition in all
groups of three germ cysts stages, organized near to the testes wall, that
correspond to those that contains: (i) spermatogonia, (ii) spermatocytes
(iii) spermatids (early and late), and the presence of sperm in the lumen
of the seminiferous tubule. On the ultrastructural analysis, alterations
were observed in Sertoli cells, with density loss of the cytoplasm and
organelles, as well as, the appearence of structures with vesicular aspect.
Moreover, alterations on interactions between Sertoli and germ cells and
loss of cytoplasmic bridges between the germ cells. On the analysis of
protein expression involved in cell stress, was observed after 144 h a
significant increase in the inducible HSP70 protein, which is no
observed at 360 h. In the quantification of FASL, involved in apoptosis
induction, there was a significant increase in males exposed for 360 h.
Although in this study has been recognized a FASL increasing, there
was no observed modifications on expression of the investigated
proteins that activate apoptosis (BCL2, BAK and Caspase 3). The
adverse effects of glyphosate on the testicles, mainly on Sertoli cells, are
an important indicative of the consequences on fish reproduction, which
may include from the cellular, systemic and population levels. Finally,
this study demonstrated the importance of investigating the glyphosate
toxicity on male reproduction, using fish testicles as experimental
model.

Keywords: pesticides, zebrafish, spermatogenesis, Sertoli cells,
ultrastructure.
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1 INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos sdo considerados os mais relevantes
ambientes receptores de contaminantes, 0s quais incluem compostos
organicos, metais pesados e agrotoxicos (Bogoni et al., 2014). Tais
contaminantes podem atingir 0s ecossistemas aquaticos por descargas
diretas ou através das chuvas, lavagem do solo e infiltracbes, gerando
consequéncias a curto (efeito agudo), médio (subcrénico) e longo prazo
(crdnico) em sua biodiversidade (van der Oost et al., 2003, Rebelo et al.,
2010).

Dentre os agrotoxicos que potencialmente contaminam o0s
ambientes aquéticos, estdo herbicidas, fungicidas e inseticidas,
intensamente utilizados nas producbes agricolas (Guilherme et al.,
2012). Dados mostram que durante o periodo de 1975 a 2009, o Brasil
esteve entre 0s seis maiores consumidores de agrotdxicos do mundo
(Rebelo et al,, 2010). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA/Brasil) as vendas de agrotoxicos no Brasil
aumentaram mais de 72% entre 2006 e 2012, assumindo em 2008 o
posto de maior mercado consumidor de agrotoxicos do mundo
(ANVISA, 2012; IBGE, 2012).

Dentre os agrotdxicos comercializados, os herbicidas representam
45% do total utilizado, sendo os herbicidas a base de glifosato e seus
sais, 0s que lideram o ranking no mercado, correspondendo a 38,5% e
60% do consumo brasileiro e mundial, respectivamente (Amarante
Junior et al., 2002; ANVISA, 2012, IBGE, 2012). As propriedades do
herbicida glifosato foram descobertas por cientistas da Monsanto
Company em 1970 nos Estados Unidos, sendo introduzido no mercado
americano pela primeira vez em 1974, para controle de plantas daninhas
(Williams et al., 2000; Vereecken, 2005). No Brasil suas vendas foram
iniciadas em 1978, e sua fabrica¢do no pais em 1984 (IBGE, 2012).

Desde 2009, a ANVISA iniciou processo de reavaliacdo dos
herbicidas a base de glifosato e seus sais, considerando a sua grande
utilizacdo, a ocorréncia de casos de intoxicagdo, a solicitacdo da revisdo
da ingestdo diaria aceitavel, a necessidade de controle de limite méximo
de impurezas presentes no produto e 0s possiveis efeitos toxicoldgicos.
Entretanto o processo de reavaliacdo desses herbicidas ainda ndo foi
concluido (ANVISA, 2012; IBGE, 2012).

Estudos voltados para o reconhecimento do mecanismo de agéo
dos herbicidas a base de glifosato e seus sais, principalmente para a
caracterizacdo de seus efeitos agudos, subcronicos e crénicos, utilizando
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diversos modelos animais, sdo fundamentais para avaliacdo de risco do
uso de herbicidas (van der Qost et al., 2003). De fato, a literatura atual é
bastante divergente quanto aos efeitos induzidos pelo uso de herbicidas
a base de glifosato, bem como, quanto a dose, tempo de exposicdo e
parametros analisados. Alem disso, ndo ha consenso quanto aos limites
maximos aceitaveis de glifosato dissolvido na agua.

1.1 O herbicida glifosato e seu potencial toxicol6gico

A legislagdo brasileira para agrotdxicos, Lei n° 7.802/1989,
considera, de forma geral, como substancias agrotoxicas e afins, os
produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos
destinados ao uso nos setores de producdo, armazenamento e
beneficiamento, cuja finalidade seja alterar a composicéo da flora ou da
fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos, sendo classificados de acordo com 0s seus organismos-alvo
(BRASIL, 1989).

O Decreto n° 4.074, estabelece que cabe ao Ministério do Meio
Ambiente (MMA) a missdo de realizar a avaliagdo ambiental dos
agrotoxicos, estabelecendo suas classificacbes quanto ao potencial de
periculosidade ambiental (Brasil, 2002). Por sua vez, 0o MMA delega ao
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) as atividades de andlise, registro e controle de
substancias quimicas e agrotoxicas (Brasil, 2007). Tais analises se
baseiam nas caracteristicas do produto, a exemplo de como as
propriedades fisico-quimicas e sua toxicidade para os variados
organismos; quanto o produto se acumula em tecidos vivos; se persiste
por muito tempo no ambiente; e sua capacidade de deslocamento no ar,
solo e &gua; sua capacidade de induzir mutagdes, cancer; seu efeito na
reproducdo animal; sua capacidade de induzir anomalias congénitas em
embrides ou fetos. De acordo com estes critérios, no Brasil o glifosato
estd classificado toxicologicamente na Classe IV, que o define como
"pouco perigoso”, conforme classificacdo baseada na dose letal 50
(DL50) (ANVISA, 2014).

O glifosato é um herbicida organofosforado pertencente ao grupo
quimico das glicinas substituidas, cuja formulagdo comercial recebe o
nome quimico de [N-(fosfonometil)glicina], sendo a formula molecular
CsHsNOsP. Devido a sua ligagdo estavel entre carbono e fosfato (C-P)
(Figura 1) apresenta boa estabilidade enzimatica e térmica, solubilidade
em agua de 12g L™ a 25°C, boa estabilidade na presenca da luz, além da
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capacidade anfétera, atuando como &cido fraco e base fraca ao mesmo
tempo (Amarante Janior et al., 2002; Cavalli et al., 2012).

:a| |
HO—C—CH _T ~CH,; —P>- OH
|
H OH

Figura 1: Formula estrutural do glifosato, destacando a ligacdo C-P Adaptado
de Willians et al. (2000).

O 0]
I

O glifosato é classificado como um herbicida pés emergente, néo
seletivo e de acdo sistémica, apresentando um amplo espectro de agéo,
sendo que seu uso possibilita um excelente controle de plantas daninhas
anuais ou perenes. No Brasil 0 uso de glifosato esta registrado para 26
culturas, como café, cana-de-agUcar, arroz, soja, macd, citrus, entre
outras (Giesy et al., 2000; Amarante Jianior et. al., 2002; Caglar e
Kolankaya, 2008; Rebelo et al., 2010; Webster et al., 2014).

A principal funcdo do glifosato € inibir o crescimento de plantas,
pela interferéncia na producdo de aminoacidos aromaticos essenciais,
através da via da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase
(EPSPs), responsavel pela biossintese de corismato, um intermediario na
sintese de fenilalanina, tirosina e triptofano. Estas vias sdo as
responsaveis por proteinas de defesa exclusivas das plantas contra
organismos patogénicos e por compostos fendlicos e alcaldides
(Willians et al., 2000; Toni et al., 2006; Webster et al., 2014).

De modo geral, a aplicacdo do glifosato nas plantagdes se da por
pulverizacdo, sendo que grande parte do herbicida pulverizado chega ao
solo, onde apresenta répida e alta taxa de adsorcéo pelos sedimentos e
particulas. Esta répida adsorcdo se d& devido a sua caracteristica
anfétera e a capacidade de formar complexos com ions metélicos de
maneira semelhante & solugdo aquosa. Assim, essa formacdo de
complexos com ions é a responsavel, pela sua baixa taxa de degradacéo,
permitindo que o glifosato permaneca estavel no solo e chegue em sua
forma livre aos ambientes aquéticos (Willians et al., 2000; Pessagno et
al., 2008).
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Dependendo do tipo de solo, o glifosato (Prata et al. 2005) pode
apresentar tempo de meia-vida de 45-60 dias, podendo chegar de 141-
197 dias (Giesy et al., 2000; Prata et al., 2005; Toni et al., 2006), o
tempo de permanéncia no solo se dad em funcdo da retencdo, que é
influenciada pela composicdo do mesmo. Em éareas agricolas, os
sedimentos do solo carregam o glifosato até o ambiente aquético,
através de lixiviagdo do solo pela chuva e erosdo, onde passa a
apresentar meia-vida de 7 a 21 dias (Amarante Juanior et al.,
2002;Martinez e Cblus, 2002; Toni et al., 2006). Em solucéo, o glifosato
se torna aderido ao material organico em suspensdo, depositando-se no
sedimento, passando a ser absorvido e acumulado pelos organismos
nado-alvo, como peixes e invertebrados (Peruzzo et al., 2008).

Sendo assim, considerando a ndo-seletividade do glifosato, as
atividades agricolas que o utilizam e o potencial para oferecer riscos a
qualidade do solo e da agua superficial e subterranea, tem-se procurado
estabelecer critérios para a sua concentragdo méaxima em &guas
destinadas ao consumo, a Comunidade Econdmica Européia (EEC)
estabelece a concentracdo admissivel de 0,1 pg/L (de qualquer
agrotoxico) em aguas destinadas ao consumo humano (Mallat e Barceld,
1998), j& a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US
EPA) estabelece o nivel maximo de glifosato em é&gua potavel de 700
ug/L (USEPA, 2014).

No Brasil, é responsabilidade do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), vinculado ao MMA, estabelecer normas,
critérios e padrdes relativos ao controle e a manutencao da qualidade do
meio ambiente, sendo assim, a Resolucéo n° 357/05 classifica 0s corpos
d'agua, regulamenta uma variedade de substancias, estabelecendo a
concentragdo maxima permitida das mesmas, de acordo com as
diferentes classes de &gua. Nas aguas das classes 1 e 2, destinadas ao
abastecimento para 0 consumo humano e a protecdo das comunidades
aquaticas, a concenfragdo maxima permitida de glifosato ¢ de 65 pg/L
(Brasil, 2005).

Embora cada pais tenha sua concentracdo maxima permitida de
glifosato nos ambientes aquéaticos, estudos tém demonstrado a
necessidade de se enfocar as concentracdes ndo letais deste herbicida,
cujos efeitos silenciosos, podem afetar os organismos em varios niveis,
deste 0 molecular até o populacional, a exemplo de outros poluentes
(Figura 2) (van der Oost et al., 2003; Begum, 2004)
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“sinais precoces” ' molecular

subcelular (organela)
celular

tecidual

poluentes sistémico (6rgdo)
organismo
populacédo
comunidade
ecossistema

exposigio

"efeitos tardios”

Figura 2: Representacgdo esquematica da ordem sequencial das respostas dentro
de um sistema biolbégico ao estresse ocasionado por exposicdo a poluentes
(adaptado de van der Oost et al., 2003).

Em razdo desta problemética, e para caracterizar o nivel de
toxicidade do glifosato foram realizados estudos utilizando diferentes
modelos animais, visando identificar as principais respostas bioldgicas e
0s potenciais danos causados pelo uso deste herbicida. Um estudo com a
aranha Alpaida veniliae submetida a tratamento com solugbes de
192mg/L de Glifoglex 48, demonstrou a ocorréncia de ovarios anormais,
com reduzido nimero e diametro dos odcitos, bem como a presenca de
granulos de gordura no citoplasma destas células (Benamu et al., 2010).
Em girinos de ra touro Lithobates catesbeiana avaliados apds 48 h de
exposicdo a uma concentragdo subletal de 1 mg/L de glifosato, as
atividades da superdxido dismutase e catalase, enzimas antioxidantes,
foram alteradas no figado e no musculo, enquanto que o dano oxidativo
aumentou acima dos valores de controle em ambos os tecidos (Costa et
al., 2008). Em peixes Oreochromis niloticus (tildpas do Nilo) expostos
durante 3 meses a concentracfes subcronicas de 5 e 15 mg/L de
glifosato, o0s Orgdos apresentaram VArios graus de alteracdo
histopatologica, com vacuolizacdo de hepatocitos e picnose nuclear,
leses renais e acumulacéo de goticulas de hialina nas células epiteliais
tubulares (Jiraungkoorskul et al., 2003). Ja o peixe Prochilodus lineatus
(curimbatd) exposto de forma aguda a 10 mg/L de glifosato, nos
intervalos de 6, 24 e 96 h, apresentou interferéncia nas defesas
antioxidantes, levando a ocorréncia de peroxidacdo lipidica (Modesto e
Martinez, 2010). A toxicidade do glifosato em células testiculares de
ratos adultos (70 dias), foi observada através de sinais de apoptose, pela
ativacdo da expressdo das Caspases 7/3, em um periodo de 24-48 h de
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exposicao a 1000 ppm de glifosato, bem como necrose de células de
Leydig, células de Sertoli e das células germinativas (Clair et al., 2012).

De fato, destaca-se como um efeito comum de substancias
toxicas, a inducdo ao processo de morte celular programada por
apoptose (Yamashita, 2003; McClusky et al., 2008; Franco et a., 2009;
Clair et al., 2012;). Esse tipo de morte celular € mediado por cascatas de
proteinas ativadas por trés diferentes vias, duas conhecidas como
intrinsecas e uma extrinseca. Dentre as vias intrinsecas, uma delas €
ativada em decorréncia a existéncias de danos ao DNA, que por sua vez
desencadeia a ativagdo de proteinas da familia da BCL2, as quais sdo
reguladoras da apoptose (Wei et al., 2001). Nessa familia de proteinas, a
chamada anti-apoptdtica é a BCL2 e as pro-apoptéticas sdo BAK, BAD
e BAX, que alteram a permeabilidade da membrana mitocondrial (Wei
et al., 2001; Susnow et al., 2009; Chi et al., 2014). A outra via intrinseca
é ativada pela geracdo de espécies reativas de oxigénio, promovendo a
peroxidacdo de lipidios, proteinas, carboidratos e &idos nucléicos, e
consequente alteracdo na permeabilidade da membrana mitocondrial.
Em ambas as vias, a alteracdo do potencial de membrana mitocondrial
promove a liberacdo de citocromo c e ativacdo da cascata de proteinas
apopoticas, finalizando com a ativagdo da Caspase 3 (Sevgiler et al.,
2004; Parvez e Raisuddin, 2005, Franco et al., 2009). A via apoptdtica
extrinseca é desencadeada pela ligacdo de ligantes especificos a um
grupo de receptores transmembrana na superficie celular. Esses
receptores possuem um subdominio extracelular, permitindo que eles
reconhecam seus ligantes, como as proteina FAS e FAS-L, que
sinalizam receptores citoplasmaticos, como a FADD. Essas moléculas
tém a capacidade de recrutarem e ativarem a cascata de Caspases 8/3
(‘Yamashita, 2003, Grivicich et al., 2007).

Dentre os sistemas organicos que podem sofrer algum tipo de
alteracdo, o enddcrino € considerado um alvo principal da manifestacéo
toxica do glifosato, que atua como disruptor endécrino, principalmente
nas funcbes de hormonio esterdide-dependente, que por sua vez, podem
ser responsdveis por alteragbes relacionadas ao sistema reprodutivo,
tanto de machos como de fémeas (USEPA 1998; Gasnier et al., 2009). A
producdo de esterdides € importante para diferenciacdo sexual, o
desenvolvimento das  caracteristicas sexuais  secundarias, 0
comportamento sexual e para a regulacdo da gametogénese (Weltizien et
al., 2004).

Nos ambientes naturais, tem-se proposto a utilizagdo de peixes
como biomarcadores de contaminacdo aquatica, pois estes animais
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apresentam  mecanismos  acentuados de  bioconcentracdo e
bioacumulacgéo, estdo presentes em praticamente todos os corpos d’agua
com grande variedade de nichos ecoldgicos entre as espécies (Fernandes
et al,, 2007; Weisbrod et al., 2007). De modo geral, 0s organismos
bioindicadores oferecem respostas biolégicas geradas em um
ecossistema sujeito a contaminantes, essas respostas sdo medidas através
de alteracGes biologicas nos fluidos corporais, células ou tecidos. Além
disso, os organismos bioindicadores fornecem respostas quanto a
exposicdo a concentracdes subletais de substincias toxicas, que
desencadeiam distarbios morfolégicos e fisiologicos. Sendo assim,
espécies de peixes sdo frequentemente utilizadas em estudos ambientais,
pois sdo relativamente sensiveis a mudangas no ambiente, e seu uso em
estudos toxicoldgicos tem se mostrado bastante apropriado (van der
Oost et al., 2003; Weisbrod et al., 2007).

1.2 Danio rerio como modelo experimental

Estudos toxicologicos utilizando peixes, especificamente da
espécie Danio rerio, tém sido conduzidos desde a década de 1980, para
investigar farmacos e também poluentes ambientais, especialmente os
disruptores enddcrinos que afetam a ligagdo de receptores de estrégenos
(Law, 2001; Parng et al., 2002; Grosell e Wood, 2002).

Danio rerio é uma espécie de peixe teledsteo originario da India,
conhecida popularmente no mundo, como zebrafish, e no Brasil como
paulistinha (Grunwald e Eisen, 2002). Apresenta comprimento total
entre 3 a 4 c¢cm, possui vida média em torno de trés anos, atinge a
maturidade sexual com 3 meses de vida e se reproduz em temperatura
média de 26-28°C (Dammski et al., 2011) (Figura 3 A).

Diversas sdo as caracteristicas que tornaram D. rerio um
excelente modelo de estudo em toxicologia e reproducdo, como: (i) as
condicbes simples de manuseio, (ii) a forma ciclica de reproducédo
ocorre de forma ciclica, ajustada aos fatores ambientais, (iii) as gbnadas
apresentam uma série de modificacbes morfoldgicas e fisiolégicas ao
longo da estacdo reprodutiva, (iv) a capacidade de se reproduzir a cada
9-10 semanas, neste periodo a fémea pode desovar cerca de 200-300
ovos, (v) sua fertilizacdo é externa e prole numerosa, (Grunwald e
Eisen, 2002; Akingbemi et al., 2004; Dammski et al., 2011; Huszno e
Klag, 2012). Em conjunto com essas observacdes, o D. rerio, apresenta
grande sensibilidade quando exposto a produtos quimicos, por ser capaz
de absorver de forma rapida os compostos que sdo diretamente
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adicionados na agua e acumula-los em diferentes tecidos (Carvan et al.,
2005).

No contexto acima, destacamos o0s estudos realizados no
Laboratério de Reproducdo e Desenvolvimento Animal/CCB/UFSC,
que demonstram os efeitos do glifosato sobre os ovarios de D. rerio, em
particular, alteracfes ultraestruturais e bioguimicas (Armiliato et al.,
2014). De modo geral, a toxicidade reprodutiva do glifosato, utilizando
organismos ndo alvo, como os peixes, tem sido pouco explorada, sendo
a reproducdo dos machos ainda menos explorada.

1.3 Estrutura testicular de Danio rerio

Danio rerio é uma espécie didica, cujos testiculos sdo 6rgaos
pares, alongados, de cor cinza claro a branco, localizados em ambos 0s
lados da bexiga natatoria ( Figura 3) (van der Ven e Wester, 2012).
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Figura 3: Exemplar de macho adulto de D. rerio (A); Esquema de D. rerio
mostrando posicéo interna dos orgaos (adaptado de
http://www.medicina.ufmg.br) (B); Testiculo dissecado (C); Seccéo transversal
de macho adulto, demonstrando a posigdo dos testiculos (seta preta), da bexiga
natatoria (duplo asterisco), do figado (asterisco) e das alcas intestinais (seta
dupla), corado com HE (adaptado de van der Ven e Wester, 2012) (D). Barra de
escalasemA =05cm;emCe D=1 mm.



31

O testiculo ¢ revestido externamente por uma fina capsula fibrosa
de tecido conjuntivo que se estende para o interior, delimitando os
tlbulos seminiferos. Por sua vez, os tdbulos sdo compostos por epitélio
seminifero e o limem tubular. O epitélio seminifero corresponde as
células germinativas, que sdo espermatog0nias, espermatocitos | e 11 e
espermatides. Os espermatozoides sdo igualmente células germinativas,
porém ndo fazem parte do epitélio seminifero, pois estdo localizados no
limem tubular. Internamente, os tdbulos seminiferos sdo organizados
em cistos delimitados por células de Sertoli. Entre os tabulos
seminiferos, est4 o tecido intersticial constituido por tecido conjuntivo
frouxo de preenchimento, além das células de Leydig (também
denominadas células intersticiais) e de vasos sanguineos. O conjunto
formado pelas células de Sertoli, Leydig e demais células da regido
intersticial corresponde as células sométicas que compde o testiculo
(Figura 4 A) (Schulz et al., 2010; Rupik et al., 2011; Huszno e Klag,
2012).

A espermatogénese dos peixes, similarmente aos vertebrados,
pode ser dividida em trés etapas principais: a etapa proliferativa,
caracterizada por répidas divisdes mitdticas sucessivas das
espermatogdnias; a etapa de divisbes meibticas responsaveis pela
formacdo dos espermatocitos e espermatides; e a etapa de diferenciacéo
das espermatides em espermatozoides (Figura 4 C) (Nobrega et al.,
2009).

Estas células germinativas estdo organizadas de forma cistica,
onde cada cisto, delimitado por extensfes citoplasmaticas de células de
Sertoli, é formado por um Gnico tipo de célula germinativa. Os cistos de
espermatogbnias sdo inicialmente formados por uma Unica
espermatogdnia que prolifera por divisdo mitética, sendo que as células
filhas permanecem ligadas entre si por pontes citoplasmaéticas
responsaveis pela forma sincrénica do desenvolvimento destas células
germinativas (Figura 4 A e B) (Almeida et al., 2008; Nobrega et al.,
2009; Schulz et al., 2010).

As espermatog0Onias sdo classificadas em espermatogbnias do
tipo A, as maiores células da linhagem germinativa, com um grande
nlcleo, de contorno irregular cercado por grande volume de citoplasma.
Esta espermatogbnias se dividem formando novas espermatogonias,
sendo consideradas como células-fonte do testiculo. As espermatog6nias
do tipo B, sdo menores, com nlcleos mais esféricos, sendo estas as
espermatogdnias que dardo origem aos espermatécitos e por fim, aos
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espermatozoides (Figura 4 C). (Leal et al., 2009; Nébrega et al., 2009;
Schulz et al., 2010, Rupik et al., 2011).

E Ec Et Ez
* Meiose Diferenciacdo

Figura 4: Organizacdo bésica do testiculo de D. rerio. Sec¢do transversal
semifina de testiculo evidenciando tabulos seminiferos (delimitados em
amarelo) compostos por cistos germinativos (CG) (delimitados em preto),
corado com azul de toluidina (A). Representacdo esqueméatica de um tubulo
seminifero composto por cistos germinativos em diferentes estégios da
espermatogénese (adaptado de Nobrega et al., 2009) (B). Esquema com secgdes
de testiculo representando as trés diferentes fases da espermatogénese em peixes
(C). Ec, espermatdcitos; Eg, espermatogbnia; Et, espermatide; Ez
espermatozoides; |, intersticio; L, lGmen; LB, lamina basal, Le, células de
Leydig; Se, células de Sertoli, VS, vasos sanguineos,. Barras de escala em B =
100 um; C =10 pm.
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As células germinativas dependem da interagdo continua com as
células de Sertoli, pois estas, além de outras fungles, sdo as
responsaveis pela manutencdo estrutural cistica e pela regulacdo
fisiologica de repasse hormonal para as células germinativas. Além
disso, as células de Sertoli, sdo responsaveis pela remogdo de residuos
citoplasmaticos oriundos da etapa de diferenciacdo das espermatides
(Almeida et al., 2008; Schulz et al., 2010). Por sua vez, as células de
Leydig, tem como principal funcdo a producdo do hormoénio 11-
cetotestosterona (11-KT) em zebrasfish, que é transportado para as
células de Sertoli, para que estas regulem a espermatogénese (Nébrega
et al, 2009; Schulz et al., 2010). A espermatogénese é extremamente
conservada entre as diferentes espécies de peixe, sobretudo nos aspectos
estruturais e funcionais deste processo biolégico, os quais de
assemelham & outros vertebrados (Schulz e Miura, 2002; Weisbrod et
al., 2007; Nobrega et al., 2009), reforgando o seu carater conservativo.

Assim, considerando (i) a estrutura celular do testiculo, composta
por células das linhagens somaticas e germinativas, (ii) o caréater
conservativo do processo de espermatogénese, (iii) a acdo de disruptor
enddcrino do glifosato, (iv) a agdo do glifosato em organismos néo-
alvos, onde certamente os peixes estdo incluidos e (v) o amplo uso do
glifosato na agricultura mundial, é fundamental investigar o mecanismo
de acdo deste herbicida sobre a organizacdo estrutural e ultraestrutural
do testiculo de D. rerio. Sendo assim, o presente estudo teve como foco
investigar se a concentragdo de 65 ug/L, considerada pelas normas
brasileiras como segura nos ambientes aquéaticos, compromete a
organizagdo e maturacdo das gbnadas de machos de D. rerio. Para tal, a
hipdtese proposta é a de que o glifosato altera a estrutura das células
somaticas e germinativas, promovendo a perda da viabilidade celular,
em decorréncia do aumento da expressdo de proteinas envolvidas na
inducdo do processo apoptotico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente estudo tem por objetivo caracterizar os efeitos do
herbicida glifosato sobre a organizagdo estrutural e ultraestrutural das
células somaticas e germinativas durante a espermatogénese em D.
rerio.

2.2 Especificos

e Analisar a morfometria e morfologia de testiculos de D. rerio
expostos e ndo expostos ao glifosato;

e Caracterizar ¢ quantificar os cistos germinativos e as células
germinativas dos peixes expostos e ndo expostos ao glifosato;

e Investigar o efeito do glifosato sobre a integridade de células
somaticas e germinativas;

e Identificar as potenciais organelas-alvo do glifosato nas células
somaticas e germinativas;

e Avaliar a toxicidade celular do glifosato através da andlise da
expressdo de proteinas do choque térmico e de proteinas envolvidas nos
processos de morte celular.
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3 Metodologia

3.1 Animais

Neste trabalho foram utilizados peixes adultos da espécie D. rerio
com comprimento médio de 3,3 cm (+ 0,01) obtidos em lojas
especializadas na comercializacdo de animais aquaticos. Os peixes
foram transportados para o Laboratério de Reproducdo e
Desenvolvimento Animal (LRDA) - Centro de Ciéncias Bioldgicas
(CCB) - Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em condices
apropriadas de oxigenagdo e ao abrigo da luz, para evitar o0 estresse
fisiolégico. No Laboratério foram selecionados os peixes machos, cujo
corpo apresenta formato delgado sem proeminéncia abdominal, sendo
esta a principal caracteristica sexual secundaria para esta espécie
(Dammski et al., 2011). Os peixes foram mantidos na densidade de 2
peixes/L em aquérios de 20 L contendo &gua corrente declorada pH 7,6
(Westerfield, 2000).

Durante o periodo de aclimatagdo de 7 dias, os peixes foram
mantidos em condi¢es de aeracdo constante, temperatura de 28°C (x
0,1), em condicbes de fotoperiodo de 12 horas claro:12 horas escuro,
sendo o periodo claro criado com lampada fluorescente com irradiagéo
de luz visivel de 96 mwW/cm? (Philips TLT 40 W/ 75 RS). Os peixes
foram alimentados diariamente com ragdo comercial Alcon Botton Fish,
contendo 36% de proteina bruta. Os parametros de qualidade da agua
dos aquarios, como temperatura e pH foram monitorados diariamente e
semanalmente, respectivamente.

Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA-UFSC), projeto nimero 0746/CEUA/UFSC.
As analises propostas nesta metodologia foram realizadas no LRDA,
Laboratério Central de Microscopia - LCME/UFSC, e nos Laboratérios
Multiusuérios de Estudos em Biologia - LAMEBs | (Biologia Celular e
Molecular) e Il (Microscopia e Técnicas Histoldgicas).

3.2 Delineamento experimental

Os peixes machos adultos de D. rerio foram divididos em dois
lotes de experimentos independentes, conforme descrito no Quatro 1 e
mantidos nas mesmas condi¢des de temperatura, pH, fotoperiodo e
alimentacéo, descritas no item 3.1. A concentracao de glifosato utilizada
neste trabalho foi determinada com base na Resolugdo N° 357/2005 do
CONAMA, que dispbe sobre a classificacdo dos corpos de agua doce e
que regulamenta a concentracdo de 65 ug/L de glifosato de agua, como
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a maxima permitida em rios no Brasil (Brasil, 2005). Os tratamentos

foram

realizados utilizando uma formulagdo comercial Scout -

Monsanto, do herbicida a base de glifosato [N-(fosfonometil)glicina].

Quadro 1: Descricdo dos lotes experimentais propostos para o estudo
da toxicidade do glifosato em machos adultos de D. rerio

Lote

Periodo

experi- de Anlz_;lllsdes Justificativa
mental | exposicao realizadas
Periodo de exposicao
baseado nos valores de
IGS; meia-vida do glifosato na
- Microscopia | 4gua (1 a 14 dias)
= de luz; (Amarante Janior et al.,
S Imunofluores- | 2002, Giesy et al., 2000)
= = céncia; e conforme protocolo da
-3 3 Citometriade | USEPA  (1998), que
= ® fluxo; determina o  periodo
g Microscopia minimo de 14 dias de
9 eletronica de | exposicdo para testes de
= transmissao. substancias com potencial
de desregulador
endocrino
Periodos de exposicéo
baseados em estudos com
- as espécies de peixe
2 - Rhamdia quelen
S 3 (Glusczak et al., 2007),
=) - IGS; Carassius auratus (Gavas
=3 © Citometria de | e Konen, 2007) e D. rerio
< > fluxo. (Lopes et al., 2014), para
2 s analises de proteinas
9 ~ envolvidas na toxicidade

celular e de inducdo a
apoptose, e  efeitos
genotdxicos.
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Os grupos controles dos lotes experimentais | e Il foram
realizados com peixes machos adultos e ndo expostos ao glifosato. Em
cada lote experimental, bem como nos controles foram utilizados cerca
de 15 peixes por grupo, sendo que cada experimento foi realizado em
triplicata.

Apdbs o periodo de exposicdo, a dgua dos aquérios que continha
glifosato diluido, foi armazenada em recipiente plastico, apropriado para
descarte, e encaminhada para o Sistema de Gestdo de Residuos Liquidos
da UFSC.

3.3 Biometria corporal e determinacdo do indice gonadossomatico
(1GS)

Os peixes submetidos aos lotes experimentais | e Il foram
eutanasiados por imersdo em agua a 4°C por 5 min (Wilson et al., 2009).
Foram obtidas as medidas de peso (g) e comprimento total (cm), esta
Gltima definida como a distancia entre as extremidades anterior e
posterior do corpo dos peixes. Em seguida, foi realizada a dissecagéo
dos testiculos (Figura 3 C), que foram pesados (mg) para o célculo do
IGS, utilizando a férmula: ((peso do testiculo/peso do macho)x100)
(Leal et al., 2009).

3.4 ldentificacdo de micronucleos

Para avaliar se o glifosato foi absorvido pelo organismo, foi
realizada a identificagdo de microndcleos (MN) em hemécias. Os MNs
sdo fragmentos de cromossomo, que podem ocorrer espontaneamente,
porém de frequéncia baixa, mas sdo principalmente decorrentes da
exposicdo a fatores ambientais durante a mitose. Foi realizado o teste de
MN desenvolvido por Schimid (1975) e adaptado para peixes por
Hooftman e Raat (1982). Para tal, o sangue dos peixes do lote
experimental 1, foi coletado dos vasos branquiais e em seguida,
realizados esfregacos deste sangue em laminas de vidro. Apds secar por
12 h a temperatura ambiente, as laminas foram fixadas em metanol por
10 min e em seguida coradas com Giemsa 5%, por 25 min. As laminas
foram lavadas em dagua destilada e secas a temperatura ambiente. A
observacdo da freqiiéncia de MN nas hemécias foi realizada ao
microscopio de luz Olympus CBA (100X), sendo analisadas 1.500
células por animal.
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3.5 Preparo dos testiculos para analises microscopicas

Os testiculos dissecados dos peixes provenientes do lote
experimental | foram fixados em solucédo de formaldeido a 4% por 24 h
e posteriormente conservados em solucdo de etanol a 70% a temperatura
ambiente. Em seguida, os testiculos foram desidratados em série
etandlica crescente (70% - 100%), diafanizados em xilol, incluidos em
parafina e seccionadas em micrétomo rotativo a 5 um. As secc¢bes foram
montadas seriadamente em Iaminas histoldgicas, as quais foram
utilizadas para as técnicas de coloragio e marcagdes por
imunofluorescéncia.

3.6 Marcagdes celulares por imunofluorescéncia

Para as marcac0es, as seccOes foram desparafinizadas em xilol e
reidratadas em série etandlica decrescente 100% - 70%. As peroxidases
enddgenas foram inativadas com solucdo de perdxido de
hidrogénio:metanol (1:2) por 10 min, sendo em seguida as membranas
celulares permeabilizadas com quatro banhos de 5 min cada em tampéo
fosfato salino (PBS do inglés phosphate buffered saline, composto por
500mM de cloreto de sodio (NaCl) + 3mM de cloreto de potéssio (KCI)
+ 1mM de fosfato de potassio monobésico (KH,PO,) e 12mM de fosfato
de s6dio monobasico (NaH,PO,)/L) pH 7,4 + de Triton X-100 a 0,3%.
Em seguida, as secc¢des foram banhadas em solucéo de PBS + de Triton
X-100 a 0,3% + 5% de soro fetal bovino (FBS, do inglés fetal bovine
serum) por 30 min para inativacdo dos sitios inespecificos. Apos,
procedeu-se a incubacdo com anticorpos primarios (Quadro 2) por 24 h
a 4°C para a identificacdo de proteinas envolvidas no estresse celular e
na inducdo a apoptose. Apos as sec¢des foram lavadas por cinco vezes
de 5 min cada em PBS + de Triton X-100 a 0,3%, e posterior incubacéo
com anticorpo secundario (Quadro 3) por 24 h a 4°C. As laminas foram
lavadas por trés vezes de 5 min cada com PBS e montadas com
Gelmount® acrescido do marcador nuclear fluorescente DAPI (4'-6-
Diamidino-2-fenilindol).
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Quadro 2: Detalhamento dos anticorpos primérios utilizados nas
técnicas de imunofluorescéncia e citometria de fluxo

DILUICAO )
ANTICORPO ISOTIPO - - Referéndas
Imuno Citometria

Anti-Hsp70 . . (Glusczak et al.,
induzivel 19G 1:50 1:1000 2007)
Anti-FAS ) .
Ligante 1gG 1:50 1:1000 (Jeeet al., 2011)
Anti-BCL2 1gG 1 1:50 1:1000
Anti-Bak 1gG 1:50 1:1000 )

(Clair et al., 2012)
Anti-Caspase3 19G 1:50 1:1000

Quadro 3: Detalhamento dos anticorpos secundarios utilizados nas
técnicas de imunoflorescéncia e citometria de fluxo

ANTICORPO ISOTIPO
Anti-coelho Alexa-fluor 488 1gG
Anti-camundongo Alexa-fluor 633 19G
Anti-camundongo Alexa-fluor 633 1gG1

3.7 Anadlises ultraestruturais

Para a realizacdo das andlises por microscopia eletrdnica de
transmissdo (MET), os testiculos dos peixes provenientes do lote
experimental | foram fixados em glutaraldeido a 2,5% +
paraformoldeido a 4% em tampéo cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2)
durante 24 h a 4°C. Posteriormente, foram lavados por 3 vezes de 10
min cada com tampéo cacodilato de sodio 0,1M (pH 7,2). Os testiculos
foram pos-fixados em tetréxido de 6smio (OsO4) a 1% em tampédo
cacodilato 0,1 M (pH 7,2) (Bouzon et al., 2000) por 1 h a temperatura
ambiente e, apo6s, foram realizadas 3 lavagens de 10 min cada com
tampdo cacodilado de sédio 0,1 M (pH 7,2). Em seguida, as amostras
foram desidratadas em uma série acetOnica crescente (30%, 50%, 70%,
90% e 100%) por 30 min cada, sendo que a Ultima série de acetona
100% foi trocada duas vezes (Schmidt et al., 2009). As amostras foram
infiltradas com resina Spurr (Spurr, 1969), em série gradual de acetona-
resina (2:1; 1:1 e 1:2, respectivamente) por 24 h cada, seguida de duas
infiltracdes em resina pura por 12 h e 4 h a temperatura ambiente.
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Posteriormente foram colocadas em moldes na estufa a 70°C por 24 h
para polimerizacdo da resina.

Foram obtidas secg¢Bes semifinas, com navalha de vidro em
ultramicrétomo, de 1 um, as quais foram coradas com solucéo de azul
de toluidina a 1% e observadas ao microscépio de luz para controle da
orientacdo e qualidade do tecido. As secc¢des ultrafinas (60 - 70 nm)
foram realizadas com navalha de diamante em ultramicrétomo,
coletadas em grades mesh, contrastadas com acetato de uranila a 5% por
20 min e citrato de chumbo a 1% por 20 min (Reynolds, 1963). A
secgbes foram analisadas e fotografadas no microscépio eletrénico de
transmisséo Jeol JEM 1011 (LCME/UFSC).

3.8 Analises morfologicas e morfométricas dos cistos germinativos

Para realizar a morfologia e a morfometria dos tubulos
seminiferos de D. rerio expostos a concentracdo de 65 pg/L de glifosato
por 360 h, foram realizadas sec¢des semifinas de testiculo, incluidos em
resina Spurr, de animais controle ndo expostos e animais expostos ao
glifosato. Foram montadas seriadamente 10 laminas histologicas
contendo 28 seccOes de 1 um, totalizando 280 seccBes por animal. As
laminas foram coradas por 45 seg a 60°C com azul de toluidina a 1% +
1% de borato de sédio (pH 4,5), em seguida lavadas em agua destilada,
deixadas secar a temperatura ambiente e finalizadas com Entellan. As
secc¢Bes foram analisadas ao microscépio de luz Nikon Eclipse 80i para
0 reconhecimento das fases de maturagdo dos cistos germinativos, de
acordo com as descri¢cdes de Leal et al. (2009).

Para realizar as medidas dos cistos germinativos foram
selecionadas 20 sec¢Bes de cada animal, dos grupos controle e exposto,
em cortes transversais, nos quais foi possivel identificar o limen ao
centro e o0s cistos germinativos em sua volta. As imagens foram
analisadas utilizando o software Image J (NIH Image), sendo
primeiramente realizada a calibragdo da escala de 100 pum.

3.9 Citometria de fluxo

Essa técnica foi utilizada para quantificar o nimero de células
imunomarcadas para as proteinas especificas relacionadas a toxicidade
celular (HSP70 induzivel) e aos mecanismos de indugdo a apoptose
(proteina FAS ligante (FASL), BCL2, BAK e caspase 3). Para esta
técnica, os testiculos provenientes dos lotes experimentais | e Il foram
dissecados, fragmentados e submetidos a duas lavagens de 5 min cada
com tampéo PBS (sem adicdo de Ca™ e Mg*?) (PBS composto por 140
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mM de cloreto de sédio (NaCl) + 3 mM de cloreto de potéssio (KCI) + 1
mM de fosfato de potassio monobéasico (KH,PO,) e 10 mM de fosfato
de sédio dibasico (Na,HPO,)/L) pH 7,4 com agitacdo a 4°C. Em
sequida, as células foram dissociadas com tripsina a 0,25 % + PBS por
30 min a 37°C em banho-maria. Posteriormente, foram adic ionados 5%
de FBS ao volume das amostras, que permaneceram em agitacdo a 4°C
por 45 min. Em sequida, as amostras foram centrifugadas a 640 X g por
5 min, sendo coletado o sobrenadante, o qual foi dividido em aliquotas
de 200 pL, mantidas por 45 min a 4°C. Apés este periodo, as aliquotas
foram incubadas com o anticorpo primério (Quadro 2) por 1 h em
agitacdo a 4° C, seguidas de incubacdo com anticorpo secundario
(Quadro 3) durante 40 min em agitacdo a 4° C. As aliquotas foram entdo
analisadas no citémetro de fluxo FACSCanto Il (LAMEB 1), as analises
dos dados foram realizadas no programa Flowing Software 2, os valores
sdo apresentados na contagem absoluta

3.10 Analise estatistica

Os resultados quantitativos foram analisados no programa
estatistico Statitstica® versdo 10 para Windows. As diferencas
significativas entre os grupos foram analisadas através do teste de
andlise de variancia de uma via (One-Way ANOVA), seguido de teste
post hoc de Tukey com a significancia de p <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ldentificacdo de micronuclecs

Nos machos de D. rerio expostos a 65 pg/L de glifosato por 360
h foi observada a formagdo de micronulcleos no sangue coletado das
branquias (Figura 5 B). A anélise das frequéncias dessas alteracOes
demonstra que os machos expostos apresentam 2,48% de micronucleos,
diferindo significativamente da porcentagem de 0,43 observada nos
machos ndo expostos ao glifosato (Figura 5).
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Figura 5: Formacdo de micronlcleos (setas) em hemacias de D. rerio
observada em microscopia de luz. Animais controle (A) e expostos a 65ug/L de
glifosato por 360 h (B). Distribuicéo de frequéncia de microntcleos (C). Dados
expressos em média + erro padrdo. Asteriso indica diferenca significativa com
relacdo ao grupo controle (p < 0,0001). n = 1.500 células, em 5 peixes/grupo.
Barras de escala =20 pm.

4.2 Biometria corporal e determinacdo do indice gonadossomatico
(1GS)

Para o estudo dos efeitos do glifosato foram avaliados machos de
D. rerio dos dois lotes experimentais. Quando foi comparado o peso
corporal entre os machos controle e os machos expostos a 65 pg/L de
glifosato, ndo foi observado diferenca significativa entre estes grupos
dos dois lotes experimentais, demonstrando a homogeneidade dos
animais dos grupos tratado e controle estudados. Ja quando comparado o
peso dos testiculos, observa-se um aumento significativo do peso do
testiculo dos machos expostos a 65 ug/L de glifosato em comparagdo
com o grupo controle do lote experimental 1. No lote experimental |1
ndo foi observada diferenca significativa no peso dos testiculos entre os
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machos controles e expostos a 65 ug/L de glifosato durante os periodos
avaliados avaliados, conforme Tabela 1.

Foram calculados os valores de IGS para ambos os lotes
experimentais, este valor é utilizado para caracterizar a fase de
maturacdo das gdnadas. Observou-se que houve aumento significativo
do IGS dos machos expostos a 65 pg/L de glifosato (1,91 + 0,14);
guando comparados aos machos do grupo controle (1,35 + 0,09) do lote
experimental I. No lote experimental 11 ndo foram observadas diferencas
significativas no IGS entre os machos ndo expostos (1,43 £ 0,12) e os
expostos ao glifosato, durante 48 h (1,32 £ 0,11); 96 h (1,76 £ 0,22) e
144 h (1,41 £ 0,14), conforme demonstrado na Figura 6.

Tabela 1: Medidas de peso corporal e peso dos testiculos de D. rerio
submetidos aos dois lotes experimentais para estudo do efeito do
glifosato.

Lote Grupo Peso corporal Peso testiculo
experimental | experimental (mg) (mg)
313,49 4,39
o '/L | Controle | (+ 10,74) (£ 0,22)
HO/L ce
glifosato 360 h 302,22 5,76
(+ 12,67) (x 0,50)*
380,00 5,26
Controle 11 ’ ’
(+ 21,39) (£ 0,01)
428,46 5,61
'/' . 48 h (+ 14,19) ( 0,01)
65 pg/L de
glifosato 96 h 399,66 6,61
(£ 20,46) (£ 0,70)
144 h 449,23 6,37
(+ 26,75) (£ 0,70)

Valores expressos em média (x erro padrdo). * indica diferenca significativa
com relagéo ao grupo controle p < 0,001. n = 63 animais/grupo do lote I e n =
26 animais/grupo do lote .
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Figura 6: indice gonadossomatico dos machos de D. rerio controle e expostos a
65 ug/L de glifosato nos lotes experimentais | e Il. Dados expressos em média +
erro padrdo. * indica diferenca significativa com relagéo ao grupo controle (p <
0,0001). n = 63 animais/grupo do lote | e n =26 animais/grupo do lote I1.

4.3 Andlises morfoldgicas e morfométricas dos tubulos seminiferos
de D. rerio

N&o foram observadas diferencas na organizacdo e no diametro
dos tUbulos seminiferos entre os grupos controle (115,433 um + 6,445) e
exposto a 65 pg/L de glifosato por 360h (130,254 pum * 7,263).
Igualmente, ndo foram observadas diferencas significativas em relacdo
ao didmetro dos cistos germinativos dos machos controle (35,225 um +
1,569) e 0 grupo exposto a 65 pg/L de glifosato por 360h (36,509 um +
1,282) (Figura 7).
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Figura 7: Analise morfométrica dos tlbulos seminiferos e cistos germinativos
de D. rerio. Esquema de lamina histolégica demonstrando a distribuicdo das
seccdes de testiculo utilizadas para as medicGes (A). Detalhe de seccdo
transversal representando as medidas realizadas nos tubulos seminiferos (linha
marrom) e cistos germinativos (linhas pretas) (B). Diametros dos tlbulos
seminiferos e cistos germinativos, representados em média + erro padrdo (C).
TS, tlbulo seminifero; CG, cisto germinativo. n = 20 secgdes em 2
peixes/grupo. Barra de escala = 100 pm.

4.4 Analises ultraestruturais de testiculo de D. rerio

Na andlise ultraestrutural dos testiculos de D. rerio foi possivel
observar os estagios celulares caracteristicos das trés etapas da
espermatogénese ja descritas na Figura 4 C. As espermatogonias sao
arredondadas com grande volume de citoplasma e apresentam nucleo
volumoso com eucromatina bem evidente, com um ou dois nucléolos
(Figura 8 A). Os espermatdcitos apresentam formato oval, com grande
nicleo central eletrondenso (Figura 8 B). As espermatides, que séo
observadas em diferentes estagios, sendo que no estagio inicial ocorre
uma mudangca gradual da morfologia destas células, onde o nlcleo com
cromatina homogénea desloca-se e as mitocondrias esféricas movem-se
para uma posicdo oposto ao nicleo (Figura 8 C). As espermatides em
estagio tardio sdo menores, o nicleo com cromatina condensada é
regularmente esférico, observando préximo ao nucleo, o futuro centriolo
(Figura 8 D). Os espermatozoides apresentam nucleo esférico, com
cromatina muito condensada, pouco citoplasma e presenca do flagelo
(Figura8 Ee F).
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A andlise da organizacdo ultraestrutural dos testiculos em sua
forma cistica (Figura 9 A) revela a estreita interagdo entre as células
somaticas e germinativas. Observa-se nas células de Sertoli 0s processos
citoplasmaticos que envolvem as células germinativas nos diferentes
estagios da espermatogénese (Figura 9 B-D). O nicleo das células de
Sertoli tem forma triangular ou oval e no citoplasma encontram-se
numerosas mitocondrias e estruturas vesiculares, indicando sua
atividade estereiodogénica e fagocitaria (Figura 10 A e B).

As células de Leydig sdo encontradas em aglomerados no
compartimento intersticial proximas as paredes externas do tdbulos
seminiferos. Essas células possuem formato irregular e no citoplasma
encontram-se numerosas mitocdndrias e reticulo endoplasmaético, sendo
reconhecidas no nicleo a eucromatina e a heterocromatina (Figura 10 C
e D).

4.5 Efeitos do glifosato sobre a ultraestrutura de testiculo de D.
rerio

Os machos expostos a 65 pg/L de glifosato por 360 h
apresentaram alteracdes ultraestruturais em comparagdo aos machos nédo
expostos, relacionadas com a organizacdo dos cistos germinativos e
estrutura das células de Sertoli.

AlteragBes ultraestruturais mais evidentes sdo observadas nas
células de Sertoli, responsaveis por proporcionar um microambiente
especifico para os estagios da espermatogénese e consequente producao
de espermatozoides. Na Figura 11 demonstramos algumas das alteracdes
encontradas na ultraestrutura da células de Sertoli de machos expostos a
65 pg/L de glifosato por 360 h.

Nos machos controle, os cistos germinativos com espermatocitos
estdo bem preenchidos por estas células, que apresentam sua estrutura
caracteristica (Figuras 11 e 12). Quando observado esta mesma estrutura
em machos expostos a 65 pg/L de glifosato por 360 h, verifica-se uma
acentuada perda da ligacdo das pontes citoplasmaticas entre os
espermatocitos e perda da sua forma caracteristica. Os processos
citoplasmaticos das células de Sertoli apresentam grande numero de
estruturas com aspecto vesicular, sendo observada a presenca de poucas
organelas e citoplasma menos eletrondenso. Observa-se, no entanto,
entres as células de Sertoli dos machos expostos, a manutencdo das
juncgdes (Figuras 11 e 12).
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Figura 8: Andlise ultraestrutural de secg¢des ultrafinas de testiculo de D. rerio
ndo exposto ao glifosato, durante a espermatogénese. Espermatogoénias,
evidenciando o nicleo (N) e o nucléolo (Nu) (A). Cisto de Espermatdcitos, com
nucleo condensado (B). Estdgios inicial da diferenciacdo das espermétides,
evidenciando a movimentacdo do nicleo para uma das extremidades e
mitocOndrias se localizando na parte posterior ao nlcleo (C). Estagio tardio da
diferenciacdo das espermatides, com o aparecimentos dos centriolos (cabeca de
seta branca) (D). Espermatozoide maduro, evidenciando o nicleo em sua forma
redonda com nlcleo bem condensado (E). Detalhe em maior aumento do
flagelo (F) destacado no retangulo em E. M, mitocondria; Se, célula de Sertoli.;
duplo asterisco, citoplasma. Barras de escalaemA,CeD =1um; B=5um, E
=05 pm; F =100 nm.
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Figura 9: Anélise ultraestrutural de secg¢des ultrafinas de testiculo de D. rerio
ndo exposto ao glifosato. Cistos germinativos (CG) em torno do limen (L),
onde encontram-se 0s espematozoides maduros (A). Em linha pretas destaque
para as células de Sertoli (Se) e sua estreita interagdo com as células
germinativas em diferentes estagios da espermatogénese (B-D). Ec,
espermatdcitos; Et, espermatides; M, mitocdndria; N, nlcleo. Asterisco,
vesiculas; asterisco duplo, citoplasma células de Sertoli; cabega de seta preta,
flagelo; seta dupla, interagdo célula Sertoli e célula germinativa. Barras de
escalaemA =5um;emB, Ce D= 0,5 pm.
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Figura 10: Andlise ultraestrutural de secgdes ultrafinas de testiculo de D. rerio,
ndo exposto ao glifosato, destacando a organizacéo das células de Sertoli (Se) e
células de Leydig (Le). Forma triangular das células de Sertoli e seus processos
citoplasméticos delimitados em linhas pretas (A), ampliacdo da estrutura
citoplasmatica da célula de Sertoli (B). Células de Leydig no compartimento
intersticial (1) (C), ampliacdo da estrutura citoplasmatica da célula de Leydig
(D). Ec, espermatdcito, Et, esperméatide; G, corpos de Golgi; M, mitocondria, N,
nucleo; R, reticulo endoplasmético. Asterisco, vesicula; cabega de seta branca,
flagelos. Barras deescalaemA e D=1pm; B=0,5 um; C=2pum.



Figura 11: Anélise ultraestrutural de secgdes ultrafinas de testiculo de D. rerio
Ultraestrutura dos cistos germinativos de testiculo de D. rerio. Organizacéo de
cisto germinativo (CG) de macho controle ndo exposto, com grande niimero de
espermatécitos (Ec) (A). Organizagdo de cisto germinativo de macho exposto a
65 pg/L de glifosato por 360 h com perda das ligagbes das pontes
citoplasméticas e interagdo com células de Sertoli (Se) (B). Processos
citoplasméticos de células de Sertoli e interagdo com espermatdcitos em machos
controle ndo expostos (C). Processos citoplasmaticos de células de Sertoli em
machos expostos a 65 pg/L de glifosato por 360 h apresentando grandes
vesiculas e citoplasma menos eletrondenso (D). Et, espermatides; L, limen; Ez,
espermatozoides. Estrela, estruturas com aspecto vesicular; seta, processos
citoplasmaticos; seta dupla, interacdo célula Sertoli e célula germinativa;
quadro, destaque para as juncOes das células de Sertoli. Barras de escalaemA e
B=2um;emCeD=0,5pum.
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Figura 12: Andlise ultraestrutural de testiculo de D. rerio expostos a 65 pg/L de
glifosato por 360 h. Tubulo seminifero mostrando cistos germinativos (CG) com
espermatdcitos (Ec) e espermatides (Et), separados por célula de Sertoli (Se) (A).
Aumento da regido delimitada no retangulo em A, evidenciando citoplasma da
célula de Sertoli menos eletrondenso (B). Célula de Sertoli delimitando um cisto
germinativo com espermatocitos e o lumen (L) (C). Aumento das regides
delimitadas nos retangulos em C, onde observa-se o citoplasma das células de
Sertoli com citoplasma menos eletrondenso, perda da membrana celular e perda da
interacdo entre células de Sertoli e células germinativas (retangulo preto D;
retangulo vermelho E). Pontes citolasmaéticas evidentes (PC) entre as células
germinativas (F). M, mitocondria; N, nicleo; Ez, espermatozoide. Estrela, estruturas
com aspecto vesicular; seta, processos citoplasmaticos; seta dupla, interagdo célula
Sertoli e célula germinativa; quadro, destaque para as jungdes das células de Sertoli.
Barras deescalaem A=2pum;BeF=05um; C=1pm; D e E=0,2 pum.
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4.6 Toxicidade celular do glifosato

A partir das observacdes obtidas na andlise ultraestrutural dos
testiculos de D. rerio, procedeu-se as marcagdes por imunofluorescéncia
e citometria de fluxo para reconhecer a proteina HSP70 induzivel, bem
como proteinas envolvidas nos mecanismos de inducdo a apoptose,
como FAS Ligante, BCL2, BAK e caspase 3.

Nas andlises por imunofluorescéncia foi possivel observar
marcacao positiva para as proteinas de interesse apenas nas células de
Sertoli. Essas células foram reconhecidas por sua morfologia
caracteristica e localizagdo no tGbulo seminifero. Contudo, ndo foi
possivel reconhecer diferencas na intensidade de marcagdo entre os
machos do controle e os expostos a 65 pg/L de glifosato por 360 h
(Figura 13).

Para quantificar estas proteinas e reconhecer o possivel efeito do
glifosato sobres as mesmas, foram realizadas analises dos testiculos de
D. rerio dos dois lotes experimentais por citometria de fluxo.
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Figura 13: Imunolocalizagdo das proteinas envolvidas na toxicidade celular em
testiculo de D. rerio expostos a 65 pg/L de glifosato por 360 h. HSP 70 (A e D).
FAS Ligante (B e E). BCL2 (C e F). BAK (G e I). Caspase 3 (H e J). Seta
branca, células de Sertoli imunorreativas. Barras de escala =50 pm.
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As marcagBes para proteina HSP 70 induzivel nas células
somaéticas e germinativas ndo revelaram diferenca significativa das
porcentagens médias entre os grupos de machos controles (4,0 £ 0,7) e
machos expostos a concentracdo de 65 pg/L de glifosato por 360 h (5,0
+ 1,0). Nas quantificacGes para o segundo lote experimental, também
ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle (5576,0 +
2138,0) e grupos expostos aconcentracao de 65 pg/L de glifosato por 48
h (4995,0 + 1205,0) e 96 h (10324,0 + 972,0). Ja quando comparado
com o grupo exposto por 144 h verificou-se um aumento significativo
(11879,0 £ 1159,0; p < 0,01) na marcacdo para proteina HSP 70
induzivel. (Figura 14).

Para verificar se o glifosato ativa proteinas transmembrana que
atuam como receptores de morte nas células somaticas e germinativas,
procedeu-se a quantificacdo da proteina de FASL. verificou-se um
aumento significativo (425,0 + 90,0; p < 0,001) dessa proteina no grupo
exposto a 65 ug/L de glifosato por 360 h, quando comparada ao grupo
controle pelo mesmo periodo (106,0 + 22,0). As marcacbes para o lote
experimental 11 ndo revelaram diferenca significativa entre os grupos
controle (9669,0 + 1352,0) e expostos a concentragdo de 65 pg/L de
glifosato/L por 48 h (10510,0 + 1012,0), 96 h (7610,0 £ 1105,0) e 144 h
(9787,0 £ 1166,0) (Figura 15).

As quantificacBes da proteina anti-apoptética BCL2 para o lote
experimental 11 ndo revelaram diferencas significativas entre o grupo
controle (7117,0 £ 2139,0) e 0s grupos expostos a concentracdo de 65
Mg/L de glifosato por 48 h (3354,0 £ 1258,0), por 96 h (9862,0 + 880,0)
e por 144 h (11442,0 + 987,0) (Figura 16).

As quantificacbes da proteina pré-apoptética BAK do lote
experimental | ndo revelaram diferencas significativas entre o controle
(23,0 + 5,0) e grupo exposto a 65 pg/L de glifosato (37,0 + 6,0). Do
mesmo modo, no lote experimental Il ndo foram observadas diferencas
significativas entre o grupo controle (12465,0 + 738,0) e os grupos
expostos a 65 pg/L de glifosato por 48 h (8445,0 + 1282,0), por 96 h
(9815,0 + 870,0) e por 144 h (12007,0 £ 1161,0) (Figura 17).

As marcacgBes para a proteina efetora de apoptose Caspase 3 no
lote experimental | ndo diferiram significativamente entre o grupo
controle (85,0 + 9,0) e 0 grupo exposto a 65 pg/L de glifosato por 360h
(111 £ 25). Para o lote experimental 11 também ndo foram observadas
diferengas significativas entre grupo controle (9030,0 + 1819,0) e os
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grupos expostos por 48h (9127,0 + 1380,0) por 96 h (9078,0 = 786,0) e
por 144 h (12585,0 + 826,0) (Figura 18).
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Figura 14: Quantificacdo da proteina de estresse celular HSP 70 induzivel, por
citometria de fluxo. Dot Plot demonstrando a populacdo de células totais (preto)
e a populacdo de células somaticas e germinativas analisadas (azul) (A).
Histogramas de intensidade de fluorescéncia indicando a porcentagem de
células imunomarcadas (C-F). Gréfico de barras representando a média + erro
padréo do nimero de células marcadas. * indica diferenca significativa com
relacdo ao grupo controle p < 0,05 (B e G). n = 3 testiculos/andlise/grupo, em
trés experimentos independentes.
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Figura 15: Quantificacdo da proteina de inducdo a apoptose pela via extrinseca
FASL, por citometria de fluxo. Dot Plot demonstrando a populacdo de células
totais (preto) e a populacdo de células somaticas e germinativas analisadas
(vermelho) (A). Histogramas de intensidade de fluorescéncia indicando a
porcentagem de células imunomarcadas (barras) (C-F). Grafico de barras
representando a média + erro padrdo do nimero de células marcadas. * indica
diferenca significativa com relagéo ao grupo controle p < 0,001 (B e G). n =3
testiculos/anélise/grupo, emtrés experimentos independentes.
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Figura 16: Quantificacdo da proteina anti-apoptética BCL2, por citometria de
fluxo. Dot Plot demonstrando a populagdo de células totais (preto) e a
populagdo de células somaticas e germinativas analisadas (roxo) (A).
Histogramas de intensidade de fluorescéncia indicando a porcentagem de
células imunomarcadas (barras) (C-F). Grafico de barras representando a média
+ erro padrdo do ndmero de células marcadas (B e G). n = 3
testiculos/anéalise/grupo, emtrés experimentos independentes.
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Figura 17: Quantificacéo da proteina pro-apoptotica BAK, por citometria de
fluxo. Dot Plot demonstrando a populagdo de células totais (preto) e a
populagdo de células soméaticas e germinativas analisadas (laranja) (A).
Histogramas de intensidade de fluorescéncia indicando a porcentagem de
células imunomarcadas (barras) (C-F). Grafico de barras representando a média
+ erro padrdo do ndmero de células marcadas (B e G). n = 3

testiculos/analise/grupo, emtrés experimentos independentes.



62

A U - 150007
o
2 10000 I
o
& 5
e 50004
4
(1] T T
Controle 48 h 9% h 144 h
C E
g 45.15% g 45.15% g 45,15%
J J i J
J J [ J
Intensidade de flucrescéncia Intensidade de fluorescéncia Intensidade de flucrescéncia
Controle - 48 h Controle - 96 h Controle - 144 h
F
G B0
|:| Controle
. Caspase 3 A
@
£
S 200
E 150
Ny 10y —
A -
4
50
] T
Controle 360 h

Intensidade de fluorescéncia
Controle - 360 h

Figura 18: Quantificacdo da proteina efetora da apoptose Caspase 3, por
citometria de fluxo. Dot Plot demonstrando a populagio de células totais (preto)
e a populacdo de células somaticas e germinativas analisadas (verde) (A).
Histogramas de intensidade de fluorescéncia indicando a porcentagem de
células imunomarcadas (barras) (C-F). Grafico de barras representando a média

+ erro padrdo do namero de células marcadas (B e G). n = 3

testiculos/analise/grupo, emtrés experimentos independentes.
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5 DISCUSSAO

Os ecossistemas aquaticos por serem considerados ambientes que
recebem grande aporte de contaminantes merecem ser amplamente
estudados (Guilherme et al., 2012; Bogoni et al., 2014). De fato, muitos
trabalhos tém direcionado o seu foco para elucidar os efeitos de
compostos organicos, genotoxinas, metais pesados e agrotoxicos a curto,
médio e longo prazos na biota aquatica, utilizando biomarcadores in
vivo e in vitro, como por exemplo o ensaio de microndcleo e ensaio
cometa (Dores e De-Lamonica-Freire, 2001; Silva et al., 2003; van der
Oost et al, 2003; Cavas e Konen, 2007; Guilherme et al., 2012, Bogoni
et al., 2014).

Os resultados encontrados neste estudo mostram que o glifosato
na concentracdo indicada como segura pelo CONAMA, de 65 pg/L por
um tempo de exposicdo de 360 h induziu aumento significativo na
frequéncia de microndcleos em células sanguineas das branquias de
machos de D.rerio. As branquias foram escolhidas para este ensaio por
serem as estruturas de contato direto do ambiente externo como o
organismo. Os resultados evidenciam que os machos expostos
absorveram o glifosato e apresentaram uma resposta biolégica na forma
de microndcleo. Estudos realizados por Cavas e Konen (2007), com trés
diferentes concentracGes de uma formulacdo comercial a base glifosato
(5, 10 e 15 ppm), amostrados em intervalos de 48, 96 e 144 h, obtiveram
aumentos significativos de modo dose-dependente nas frequéncias de
microntcleo nos peixes Carassius auratus (da familia Cyprinidae). Do
mesmo modo, Ventura et al. (2008) demonstraram um aumento
significativo em micronlcleos e danos a0 DNA em Oreochromis
niloticus (tilapia do nilo) expostos ao herbicida atrazina em trés
diferentes concentracbes (6,25; 125 e 25 pg/L) por 72 h. Tais
resultados, demonstram que o0s peixes podem ser considerados
organismos ndo alvo de herbicidas, pois absorvem estes compostos
quimicos, e passam a apresentar consequéncias desta exposicao.

O teste de microndcleo, para detectar a atividade genotdxica de
diversos estressores, tém sido utilizado por muitos autores em ensaios de
toxicidade em organismos aquaticos, tais como, o efeito de sulfato de
cobre em girinos Lithobates casteianus (Rocha et al., 2012), de agentes
quimicos e fisicos em peixes Oreochromis mossambica (tilapia) e
Cyprinus carpio (carpa) (Al-Sabti e Metcalfe, 1995), o efeito do
Roundup em jacaré-papo-amarelo (Caiman latirostris) (Poletta et al.,
2009), mostra-se pratico, de facil aplicacdo e resposta a curto prazo,
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devido a sua sensibilidade para deteccdo de danos citogenéticos
(Grisolia, 2002; Cavas e Kénen, 2007).

Os organismos aquaticos, quando expostos a poluentes,
apresentam com frequéncia respostas que se traduzem em alteraces nos
niveis bioguimicos e celulares, ocasionando altera¢des na estrutura e
fisiologia das células e tecidos, que podem comprometer o
comportamento de organismos, a integridade da populacdo e dos
ecossistemas (van der Oost et al, 2003; Parvez e Raisuddin, 2005).

Estudos sobre o potencial toxico do glifosato testam uma grande
variedade de formulagbes, doses, métodos de avaliagdo, organismos
modelo e sistemas orgénicos estudados. Por estes motivos, muitos dos
resultados apresentados sdo conflitantes, no que diz respeito aos efeitos
deste herbicida (Cavalcante et al., 2008).

Relyea (2005) demonstrou que o herbicida Roundup na
concentraco de 6,4 mL/m? reduziu em 22% a diversidade biolégica em
ambientes aquaticos, que continham algas e 25 espécies de animais,
sendo que o glifosato eliminou duas espécies de girinos de rds leopardo
(Rana pipiens) e pererecas cinza (Hyla versicolor), e promoveu um
declinio de 70% de uma terceira espécie de girino de sapo-madeira
(Rana sylvatica). Estudo com peixes, Cyprinus carpio realizado por
Szarek et al. (2000) testou as concentragdes de glifosato de 205 mg/L e
410 mg/L, resultaram na morte dos peixes apés 60 min e 30 min de
exposicao, respectivamente. Além disso, foram observadas alteracdes
ultraestruturais nos hepatécitos, como desaparecimento das membranas
internas das mitocdndrias e surgimento de estruturas de mielina- like.
Em outra espécie de peixe, Prochilodus lineatus exposta a 7,5 mg/L e
10 mg/L em 6 h, 24 h e 96 h, foi observado por Langiano e Martinez
(2008) um aumento significativo da glicose no sangue, indicando
estresse oxidativo, e atividade da catalase no figado sugerindo ativacéo
das defesas antioxidantes, além de alteracfes morfologicas. Em fémeas
de D. rerio expostas a concentracdo de 65 pg/L de glifosato por 360 h
foi observado um aumento significativo do fator esteroidogénico 1 (SF-
1) (Armiliato et al., 2014). Em contraste com esses resultados, Quassinti
et al. (2009) em seus estudos in vitro com gbnadas de Rana esculenta
expostas ao glifosato na concentragdo de 100mM, e posteriormente
diluida nas concentracdes de 10, 10, 10° e 10°® M, demonstraram n&o
haver efeito adverso sobre a esteroidogénese gonadal.

Dentre 0s sistemas organicos que apresentam alteracbes quando
expostos ao glifosato, o sistema enddcrino é considerado um alvo
bioldgico importante da toxicidade do glifosato, pois este atua como
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disruptor enddcrino, nas funcdes de horménio esterdides-dependente.
Essas fungdes podem ser responsdveis por alteracdes no sistema
reprodutivo de machos e fémeas, afetando o desenvolvimento de
caracteristicas sexuais secundarias, 0 comportamento sexual e a
regulacdo da gametogénese (Weltizien et al., 2004, Dallegrave et al.,
2007; Gasnier et al., 2009; Romano et al., 2012).

A espermatogénese de D. rerio, como de outros vertebrados,
pode ser dividida em trés etapas principais, a etapa de proliferagdo, a
etapa de meiose,e a epata de diferenciacdo. Nestas etapas sdo descritas,
por Vérios autores, inimeras fases de classificacdo para a transformagéo
das células germinativas primordiais, durante 0 processo de
espermatogénese, podendo ter mais de 10 etapas descricbes para este
processo (Leal et al., 2009, Nébrega et al., 2009, Schulz et al., 2010;
Rupik et al., 2011). Neste trabalho, investigamos a toxicidade do
herbicida glifosato sobre a estrutura testicular e a espermatogéne de D.
rerio. Para a descricdo da espermatogénse, reconhecemos trés estagios
distintos, que correspondem aos tipos de cistos germinativos contendo:
(i) espermatogénias, (i) os espermatécitos, (iii) as espermatides (iniciais
e tardias) e a presenca de espermatozoides no lumen do tabulo
seminifero, semelhante ao descrito anteriormente por Rupik e
colaboradores (2011).

Nas analises de biometria corporal e estrutura dos testiculos de
machos controle e expostos a 65 pg/L de glifosato por 360 h, ndo foram
reconhecidas diferengas em relacdo ao controle. Por outro lado, houve
um aumento significativo no peso dos testiculos de machos expostos a
65 pg/L de glifosato por 360 h, que se refletiu no aumento significativos
do IGS. A determinacdo do IGS permite avaliar a maturacao das células
germinativas e por consequéncia o momento do ciclo reprodutivo.
Desde 1995, o IGS tem sido utilizado com maior frequéncia para
verificar alteracbes nas godnadas de peixes expostos a poluentes,
fornecendo informag@es Uteis da espermatogénese (Kime, 1995).

AlteracBes no IGS de fémeas de D. rerio expostas a esta mesma
concentracdo de tratamento de glifosato e tempo, foram determinadas
anteriormente pelo Laboratério de Reproducdo e Desenvolvimento
Animal (Armiliato et al., 2014). Diferencas como estas também foram
encontradas em trabalhos realizados com ratos Wistar machos recém
desmamados, e administrado diariamente a concentracdo de 250 mg/kg
de herbicida Roundup (Romano et al., 2010), igualmente Romano et al.
(2012) encontroram tais resultados para machos de ratos Wistar, onde as
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mées foram tratadas durante a gestagdo com igual concentracdo de
herbicida Roundup.

Voltando as alteracBes do IGS de machos expastos por a 65 ug/L
de glifosato por um periodo maior que 144 horas observadas neste
estudo, pode-se supor que elas sejam decorrentes de um aumento de
volume citoplasmético das células e/ou no namero de células
germinativas. Para elucidar estas suposicdes, foram determinadas as
medidas do testiculo, e as medidas dos tabulos seminiferos e dos cistos
germinativos, que ndo apresentaram diferencas entre os grupos controle
e exposto a 65 pg/L de glifosato por 360 h. Isto demonstra ndo haver
comprometimento do padrdo morfolégico de organizagéo dos testiculos.
A determinagdo do nimero de células germinativas poderia ajudar a
elucidar o efeito do glifosato sobre o pardmetro IGS, contribuindo
também para a compreensdo da atuagdo do glifosato como disruptor
endoécrino em linhagens celulares de peixes. O efeito de disruptor
endocrino do glifosato tem sido avaliado em ratos e camundongos,
sendo demonstrado alteracdo no perfil dos hormdnios esteroides, que
estdo diretamente relacionados a maturacdo gonadal, sendo este um
processo complexo e influenciado por fatores de crescimento e
hormonais. Um exemplo de proteina importante neste processo é a
proteina regulatoria esteroidogénica aguda (StAR), pois é uma das
principais proteinas envolvidas na diferenciagdo e maturagdo gonadal,
sendo um marcador de grande interesse na avaliagdo da funcdo
endocrina (Astiz et al., 2009, Romano et al., 2010; Clair et al., 2012).

Nossos resultados mostraram importantes alteracdes por meio da
analise ultrestrutural dos testiculos de D. rerio expostos a 65 ug/L de
glifosato por 360 h. A principal alteracdo foi a presenca de grande
quantidade de estruturas com aspecto vesicular e perda da densidade
citoplasmatica de células de Sertoli. O nimero de células de Sertoli
determina a capacidade espermatogénica e a sobrevivéncia das células
germinativas. Portanto,segundo Nobrega et al., (2009) as alteracdes
observadas em células de Sertoli podem ter como consequéncia a perda
da sua funcionalidade e conduzir alteragdes em células germinativas
(Schulz et al., 2005; Leal et al., 2009; Schulz et al., 2010). Isto porque,
as células de Sertoli sdo o primeiro ponto de contato de qualquer
substancia com as células germinativas, de modo que, danos nestas
células acarretam danos no aparelho reprodutor, interferindo na
reproducdo e manutencdo das espécies (Clair et al., 2012; Cavalli et al.,
2013). E importante relembrar, que a manutencio da comunicagéo entre
as células de Sertoli com as células germinativas e das células
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germinativas entre si, é a responsavel pelo desenvolvimento sincrénico
dos cistos germinativos, tipico dos peixes teledsteos, perda da sincronia
durante a espermatogénese pode acarretar na ndo maturagdo completa
dos testiculos e interferir na disponibilidade e qualidade dos
espermatozoides (Nobrega et al., 2009).

Os danos causados no aparelho reprodutor sdo considerados
subletais, pois ndo sdo capazes de induzir a morte dos organismos, mas
sim, alterar significativamente processos biogquimicos e fisiologicos
celulares. Partindo das observagdes ultraestruturais, foram investigadas
proteinas de estresse celular (HSP70 induzivel) e indugdo & apoptose
(FASL, Bak, BCL2, caspase 3).

Nossos resultados apontam para um aumento na expressdo da
proteina HSP70 em testiculos expostos a concentracdo de 65 pg/L de
glifosato em 144 h de exposicdo, ndo sendo mais observado no grupo de
360 h de tratamento. Resultados semelhantes foram encontrados em
tecido muscular, figado e ovérios de peixes (Glusczak et al., 2007;
Menezes et al., 2011; Armiliato, 2014). Reconhecemos que a proteina
HSP70 induzivel apresenta uma resposta relativamente rapida quando
da exposicdo ao glifosato, contudo, esta ndo é uma resposta duradoura,
pois apds 15 dias ndo sdo reconhecidos niveis de HSP70 induzivel.

Em contraste com os resultados de HSP70, observamos neste
trabalho a proteina FASL aumentada significativamente no grupo
exposto por 360 h. Segundo estudos de Jee et al. (2010) o aumento da
expressdo desta proteina ocorre de formatempo dependente. FASL é um
receptor transmembrana ativador da apoptose pela via extrinseca (Xu et
al.,, 1999; Koji et al., 2001), cujo aumento estd associado ao estresse
oxidativo, em ratos (Jee et al., 2010), e ja esta elucidado que poluentes
quimicos, aqui incluido os herbicidas, podem provocar estresse
oxidativo em organismos aquéticos (Ahmad et al., 2000; Li et al., 2003;
Sevgiler et al, 2004; Glusczak et al., 2007; Menezes et al., 2011;
Webster et al., 2014).

Em contrapartida, o testiculo é reconhecido por expressar FASL e
FAS em altos niveis, sendo a expressdo de FASL predominante em
células de Sertoli, enquanto que a proteina Fas € reconhecida
principalmente em células germinativas (Lee et al., 1999). A via da
apoptose FASL/FAS atua como um importante mecanismo fisioldgico
na eliminacdo do ndmero de células germinativas excedentes ou
andmalas. Estudo realizado por Lee et al. (1999) em ratos expostos a
di(2-etilexil)ftalato (produzido a partir do policloreto de vinila - PVC) e
2,5-hexanidiona (hidrocarboneto) e por Jee et al. (2010) com ratos
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expostos a zearalenona (micotoxina estrogénica) demonstraram que
estes compostos ativaram a via FASL/FAS, e que células de Sertoli
"lesionadas" regulam positivamente FASL, para eliminar células
germinativas FAS positivas, a quais ndo podem ser por ela mantidas de
forma adequada. S&o necessarios estudos adicionais para caracterizar 0s
mecanismos celulares envolvidos da expressdo de FASL/FAS em
células somaticas e germinativas de peixes.

Embora neste estudo, tenha sido reconhecido uma aumento de
FASL, nenhuma das proteinas de ativacdo & apoptose investigadas
apresentou modificacbes na sua expressdo. Isso sugere que na
toxicidade de 65 pg/L glifosato, o sistema FASL aparentemente nao
ativa a apoptose no testiculo de D. rerio. Contudo, se relembrarmos as
alteracdes ultrestruturais observadas ap6s 360 h de exposicdo ao
glifosato, principalmente nas células de Sertoli, € muito provavel que
estas células percam a sua funcionalidade e sejam eliminadas por algum
outro tipo de morte celular que ndo por apoptose. Pode-se supor que o
glifosato esteja entdo induzindo a morte por processos de necrose ou
autofagia, por exemplo. A utilizacdo de marcadores para estes processos
de morte podem elucidar melhor o tipo de morte para células de Sertoli.

Por fim, este estudo demonstrou a importancia de se investigar a
toxicidade do glifosato sobre a reprodugdo masculina, utilizando
testiculos de peixe. Esta linha de investigacdo tem sido conduzida
principalmente no modelo com ratos, e pouco se sabe dos efeitos deste
herbicida em organismos aquaticos e as suas consequéncias, que podem
abranger desde o nivel celular, até o sistémico e populacional.
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6 CONCLUSOES

A partir do desenho experimental, que proporcionou a
investigacdo dos efeitos de 65 pg/L de glifosato nos testiculos de D.
rerio expostos a 48 h, 96 h, 144 h e 360 h, podemos concluir que:

«0O glifosato dissolvido na agua foi incorporado pelos machos,
induzindo a formacéo de microndcleos;

eN&o houve comprometimento da biometria corporal dos peixes,
porém, o glifosato induziu apds 360 h de exposi¢do um aumento no peso
do testiculo, o que se refletiu no aumento do IGS;

eEmbora tenha afetado o 1GS, a exposicdo ao glifosato por 360 h,
ndo alterou a morfologia e organizacdo dos tabulos seminiferos e dos
cistos germinativos;

eAlteracbes na ultraestrutura das células de Sertoli foram
encontradas nos machos expostos ao glifosato por 360 h, com perda da
densidade do citoplasma, de organelas e aparecimento de estruturas com
aspecto vesicular em grande numero;

eDesestruturacdo dos cistos germinativos, reconhecida pela perda
da interagdo entre células de Sertoli com as células germinativas, e a
perda das interacdo de pontes citoplasmaticas entre as células
germinativas, poderia ocasionar a perda do desenvolvimento sincrono
dos testiculos, tipicos de peixe teledsteos;

e O aumento nas primeiras horas de exposi¢éo ao glifosato (144
h) de niveis de HSP70 induzivel, demonstra que o sistema reprodutivo
responde de forma aguda ao estresse provocado pela exposicdo a este
agente téxico, ndo havendo caracterizacdo de estresse em 360 horas de
exposicao;

e Houve aumento na expressdo de FASL nas células de Sertoli
em 360 h, proveniente da exposicdo ao glifosato, induzida pelo estresse
e temporalmente dependente;

oA toxicidade do glifosato ndo induziu ativacdo da via
apopitdtica, pela expressdo das proteinas BAK, BCL2 e caspase 3.
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