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RESUMO

O glifosato e os herbicidas a base de glifosato sdo considerados
praguicidas de amplo espectro e pds-emergente, e sdo 0s mais utilizados
na agricultura mundial para matar uma variedade de ervas daninhas
terrestres e aquaticas. Assim, pelo uso excessivo deste agroquimico nas
culturas, especialmente quando aplicado por pulverizacdo, pode ocorrer a
sua infiltracdo no solo e a lixiviacdo para os corpos de agua, atingindo
diferentes organismos aquaticos ndo-alvos. Neste contexto, o objetivo
deste estudo foi investigar a toxicidade celular do herbicida a base de
glifosato, Roundup® WG (0,065; 0,65 e 6,5 mg/L), ap6s 15 dias, sobre a
morfologia, ultraestrutura e proteinas envolvidas na fusdo e fissdo
mitocondrial no ovério do peixe-zebra, Danio rerio. Primeiramente, foi
obtida a concentracdo letal média (CLso) de 42,61 mg/L em 96 horas para
D. rerio apds exposi¢do ao Roundup® WG. Apds exposicdo de D. rerio
ao Roundup® WG por 15 dias, as células germinativas foram
caracterizadas em trés fases: ovocitos pré-vitelogénicos | (Prel), ovocitos
pré-vitelogénicos Il (Pre Il) e ovdcitos vitelogénicos (Vit), baseado em
critérios morfoldgicos ja estabelecidos na literatura. Uma diminuicdo no
didametro dos ovocitos Prel foi observada nas trés concentragfes do
Roundup® WG e uma diminui¢do do didmetro dos ovécitos Prell nas
duas maiores concentracGes avaliadas. Em relacdo ao conteido da
proteina vitelina, um aumento foi observado nos ovarios das fémeas
expostas, sugerindo uma relacéo dose-dependente do Roundup® WG. Na
analise ultraestrutural, foram observadas zonas de vacuolizagdo nas
células foliculares e um aumento do espaco perivitelinico, com presenca
de macro e micro vesiculas, bem como compartimentos mitocondriais
comprometidos nos ovarios de fémeas expostas. Também, foi observado
uma reducdo do nimero de mitocdndrias e um aumento de mitocondrias
alteradas com uma severidade alta nos ovécitos, bem como uma
diminuicdo no contelido de Drpl, Mfnl e Mfn2 envolvidas na fissdo e
fusdo mitocondrial, que pode indicar a mitocdndria como um dos alvos
do Roundup® WG. Estes resultados, sugerem que Roundup® WG
poderia ser considerado como um possivel disruptor enddcrino nos
ovarios de D. rerio, afetando a maturacdo ovariana. No entanto, devem
ser realizados mais testes toxicoldgicos avaliando outros parametros
reprodutivos e seu impacto nos peixes. Além disso, a menor concentragéo
de glifosato avaliada neste estudo, que é a concentragcdo permitida pelo
CONAMA (0,065 mg/L), provocou diminuicao no diametro dos ovdcitos
Prel, aumento do conteldo de vitelina, bem como alteracdo nas
mitocdndrias e diminuicdo de Drpl e Mfn2, isso poderia indicar que o



limite méaximo permissivel de glifosato no Brasil precisa ser reavaliado.
Assim, o presente estudo demonstrou diferentes alteracGes no ovério de
D. rerio expostos as concentragdes do Roundup® WG, indicando a
toxicidade reprodutiva deste herbicida.

Palavras-chave: Disruptor endécrino, foliculos ovarianos, ovécitos.



ABSTRACT

Glyphosate and glyphosate-based herbicides are considered broad-
spectrum and post-emergent pesticides, and are the most widely used in
global agriculture to kill a variety of terrestrial and aquatic weeds. Thus,
due to the excessive use of this agrochemical in the crops, especially when
applied by spraying, infiltration into the soil and leaching into the water
bodies can occur, reaching different non-target aquatic organisms.
Therefore, the objective of this study was to investigate the cellular
toxicity of glyphosate-based herbicide, Roundup® WG (0.065, 0.65 and
6.5 mg/L) on morphology, ultrastructure and proteins involved in fusion
and fission mitochondrial in the ovaries of zebrafish, Danio rerio. First,
the determination of mean lethal concentration (LCsg) was 42.61 mg/L in
96 hours for D. rerio after exposure to Roundup® WG. After exposure of
D. rerio to concentrations of Roundup® WG for 15 days, germ cells of
ovaries were characterized in three phases: pre-vitellogenic oocytes |
(Prel), pre-vitellogenic oocytes Il (Prell) and vitellogenic oocytes (Vit),
based on morphological criteria already established in the literature. A
diameter decrease in the Prel was observed in the three concentrations of
Roundup® WG as well as a diameter decrease of the Prell oocytes when
two highest concentrations were evaluated. In relation to the content of
the vitellin protein, an increase in its content was observed in the ovaries
of exposed females, depending on the concentration of the herbicide. In
the ultrastructural analysis, zones of vacuolization in follicular cells and
an increase of perivitelinic space with presence of macro and micro
vesicles were observed, as well as compromised mitochondria
compartments in the ovaries of exposed females. In addition, reductions
in the number of mitochondria and an increase of altered mitochondria
with high severity in oocytes were observed, as well as a decrease in the
content of Drpl, Mfnl and Mfn2 involved in mitochondrial fission and
fusion. These may indicate the mitochondria as a Roundup® WG target.
These results suggest that Roundup® WG could be considered as a
possible endocrine disrupter in the ovaries of D. rerio, affecting ovarian
maturation. However, further toxicological tests should be performed to
evaluate other reproductive parameters and their impact on fish. In
addition, the lowest concentration of glyphosate evaluated in this study,
which is the concentration allowed by CONAMA (0.065 mg/L), caused a
diameter decrease of the Prel, an increase in vitellin content, as well as a
change in the mitochondria and a decrease in Drpl and Mfn2. In this
respect, the maximum permissible limit of glyphosate in Brazil needs to
be reevaluated. Thus, the present study demonstrated different alterations



in the ovaries of D. rerio exposed to concentrations of Roundup® WG,
indicating reproductive toxicity of this herbicide.

Keywords: Endocrine disruptor, ovarian follicles, oocytes.
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1 INTRODUCAO
1.1. USO DE AGROQUIMICOS NA AGRICULTURA.

Na agricultura moderna o uso de agroquimicos, como praguicidas e
fertilizantes, tornou-se uma pratica usual. Entre os agroquimicos
destacam-se 0s praguicidas, usados contra organismos comumente
chamados de pragas (insetos, fungos, bactérias, etc.), assim como contra
ervas daninhas, que contribuiram significativamente para um maior
rendimento das culturas, prevenindo, controlando e erradicando a
propagacédo de doencas altamente letais (LASRAM et al., 2014).

Uma forma de classificar os praguicidas é pelo tipo de praga-alvo para
a qual sdo aplicados. Nesse sentido, eles tém diferentes modos de a¢do ou
formas de controlar a praga-alvo. Os inseticidas sdo capazes de matar 0s
insetos através do contato direto por via oral e/ou respiratdria. Alguns
fungicidas afetam a divisdo celular dos fungos, enquanto outros podem
ser eficazes em inibir a sintese de certos compostos. Por sua parte, 0s
herbicidas sdo utilizados para eliminar ervas daninhas por contato direto
e/ou pela absorcdo através das folhas, caules ou raizes. Assim, alguns
herbicidas podem simular a funcdo de reguladores de crescimento das
plantas, enquanto outros podem controlar efetivamente a capacidade
fotossintética (AZMI e NAQVI, 2011; MNIF et al., 2011).

Particularmente, o uso de herbicidas, numa tentativa de maior controle
das ervas daninhas na silvicultura e na agricultura, associados as
atividades de preparo do solo para o cultivo, tém permitido aos produtores
agricolas aumentarem significativamente o rendimento das suas culturas
(AKTAR et al., 2009). Além disso, a partir da década de 1990, quando as
culturas transgénicas tolerantes a herbicidas foram introduzidas pela
primeira vez, o uso de herbicidas tornou-se a op¢do mais utilizada por
muitos produtores. A disponibilidade de culturas transgénicas com
resisténcia a um herbicida, tal como o glifosato, proporcionou o controle
de ervas daninhas pelo uso deste herbicida de amplo espectro e a0 mesmo
tempo, reduziu a necessidade de aplicagdes repetidas de herbicidas. Ao
combinar estas tecnologias de culturas, os produtores conseguiram
reduzir ainda mais as despesas de mao-de-obra e aumentar a
produtividade (DERPSCH e FRIEDRICH, 2009). Assim, desde a
liberacdo da soja transgénica (Glycine max L.) tolerante ao glifosato em
1996, a utilizagdo desta tecnologia tem aumentado em varios paises, como
nos Estados Unidos, Argentina e Brasil, representando a maioria da soja
produzida nesses paises (DILL, 2005).



No Brasil, a utilizagdo anual de agroquimicos tem aumentado de
forma alarmante. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), o6rgdo federal responsavel pela avaliacdo toxicoldgica para
fins de registro de agrotdxicos e pela reavaliagdo de produtos ja
registrados. O Brasil se destacou no ano de 2008 no cenario mundial
como 0 maior consumidor de agrotéxicos, correspondendo, na América
Latina, a 86% dos produtos vendidos (IBGE, 2012). Além disso, dos
herbicidas utilizados no territorio brasileiro, 62,4% sdo & base de
glifosato, o que torna o Brasil o primeiro no ranking mundial de consumo
de glifosato (IBGE, 2015). Cabe ressaltar que, o glifosato ¢ um dos 14
ingredientes ativos de agrotoxicos colocados em reavaliagdo pela
ANVISA em 2008, e a partir de 2015 foi indicado para a reavaliagdo do
seu potencial carcinogénico (ANVISA, 2016).

O uso excessivo dos herbicidas no solo pode contaminar 0s
ecossistemas aquaticos de maneira acidental, por limpeza dos
equipamentos de pulverizagdo, escoamento superficial, processos de
lixiviacdo, ou ainda por deriva das aplicagdes por via aérea (AQUINO
NETO e RODRIGUES DE ANDRADE, 2011; MENSAH et al., 2015).
Uma vez presentes nos corpos d'agua, os herbicidas podem reduzir a
qualidade ambiental, influenciar no funcionamento do ecossistema e na
estrutura das comunidades. Assim, impactando na fauna aquatica,
reduzindo a diversidade de espécies, modificando as cadeias alimentares,
alterando os padr@es de fluxo de energia e ciclagem de nutrientes, bem
como alterando a estabilidade e a resiliéncia dos ecossistemas (FLEEGER
et al., 2003; RELYEA, 2005; PEREZ et al., 2011).

1.2. HERBICIDA A BASE DE GLIFOSATO.

O glifosato (N- (fosfonometil) glicina) introduzido no mercado na
década de 1970 (USEPA, 2002), é um herbicida organofosforado de
amplo espectro e pés-emergente (Figura 1), empregado para matar uma
variedade de ervas daninhas terrestres e aquaticas, sendo considerado o
herbicida mais utilizado no mundo (DUKE e POWLES, 2008; ANNETT
et al., 2014). No Brasil, 0 uso de herbicidas & base de glifosato (HBG)
esta registrado para 26 culturas, como café, cana-de-agUcar, arroz, soja,
maca, citros, entre outras (REBELO et al., 2010). Estes herbicidas
também apresentam uso doméstico, como em gramados e jardins
(HANKE et al., 2010).
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Figura 1: Férmula estrutural do herbicida glifosato (N-fosfonometil) glicina.
Fonte: ANVISA, 2015.

O glifosato ¢é facilmente conduzido através do floema para todas as
partes da planta por ser um herbicida sistémico. As moléculas de glifosato
sdo absorvidas a partir da superficie da folha, onde sdo transportadas para
0s meristemas em crescimento. Os sintomas fito toxicos do glifosato
geralmente comecam gradualmente, tornando-se visiveis dentro de dois a
quatro dias na maioria das ervas daninhas anuais ou, na maioria das ervas
daninhas perenes podem ser visiveis até sete dias. Esses sintomas fito
toxicos incluem flacidez e clorose gradual até o deterioramento total, e
finalmente, a morte (PEREZ et al., 2011).

O modo de acdo do glifosato estd relacionado a biossintese de
amino4cidos aromaticos da via shikimato. O shikimato é um precursor
para os aminoacidos aromaticos fenilalanina, triptofano e tirosina nas
plantas. A biossintese destes aminoacidos essenciais ¢ promovida pela
enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase (EPSPs), a enzima alvo
do glifosato. Desta forma, o glifosato inibe a EPSPs por competi¢do com
0 substrato PEP (fosfoenolpiruvato), evitando a transformacdo do
shikimato em corismato, o Ultimo precursor comum na biossintese destes
compostos aromaticos. A via do shikimato representa aproximadamente
35% da massa da planta em peso seco e, portanto, qualquer interferéncia
na via é altamente prejudicial para a planta (STENERSEN, 2004;
ANNETT et al., 2014).

Uma vez aplicado, o glifosato pode sofrer mineralizacdo, imobilizacdo
ou lixiviacdo, mas ndo apresenta volatilizacdo em grau significativo
porque tem uma pressdao de vapor extremamente baixa (AL-RAJAB e
SCHIAVON, 2010). A mineralizacdo do glifosato é considerada o
mecanismo de degradacdo primario, resultando na producdo de &cido
aminometilfosfonico (AMPA), glicina e sarcosina (BAl e OGBOURNE,
2016). No entanto, o glifosato é quimicamente estavel em agua e ndo esta
sujeito a degradacdo fotoquimica (WHO, 2003). Desta forma, quando
aplicado nas areas agricolas por pulverizacdo, grande parte do herbicida
pulverizado chega ao solo, onde apresenta rapida e alta taxa de adsorgéo
pelos sedimentos e particulas do solo, que pode incidir na sua infiltracdo



para 0s corpos da agua, atingindo diferentes organismos aquaticos nao-
alvos (ANNETT et al., 2014). No entanto, a biodegradag¢do microbiana
do glifosato pode ocorrer no solo, nos sedimentos aquaticos e na agua,
sendo o principal metabdlito o AMPA. A meia-vida do glifosato no solo
varia de poucos dias até alguns meses, dependendo dos contetdos de
argila e matéria organica, assim como do nivel de atividade microbiana
(PESSAGNO et al., 2008; TONI et al., 2006). Uma vez na agua, 0
glifosato passa a apresentar uma meia-vida de 7 a 14 dias (GIESY et al.,
2000) e em solucdo, adere ao material orgdnico em suspenséo,
depositando-se no sedimento, passando a ser absorvido e acumulado
pelos organismos aquaticos ndo-alvo, como peixes e invertebrados
(PERUZZO et al., 2008; MENSAH et al., 2015).

A toxicidade do glifosato ainda é uma questdo bastante controversa na
literatura, pois ndo ha consenso em relacdo a gravidade da toxicidade
desse herbicida nos organismos ndo-alvo. Existem muitos estudos sobre
a presenca de glifosato no solo e em dguas contaminadas, seu impacto em
animais, intoxicacéo ou risco na salde dos seres humanos, através da sua
detecgdo em campo ou em estudos de laboratério (ANTONIOU et al.,
2012; KWIATKOWSKA et al., 2014; MYERS et al., 2016). Como
exemplo desta controvérsia, trabalhos indicam o glifosato como um
herbicida seguro com o minimo de toxicidade humana e ambiental
(WILLIAMS et al., 2000; SOLOMON et al., 2003; KIER e KIRKLAND,
2013); enquanto que outros trabalhos demonstram alteracBes na
morfologia, fisiologia e bioquimica em diferentes 6rgdos de animais, apds
a exposicdo ao HBG (LEE et al., 2000; CAVAS e KONEN, 2007;
BENACHOUR e SERALINI, 2009; MODESTO e MARTINEZ, 2010;
MENSAH et al., 2014).

Além disso, estudos demostram a potencialidade do glifosato como
disruptor endécrino (ANKLEY et al., 1998; MYERS et al., 2016),
contudo tém sido sugerido novos estudos toxicoldgicos, epidemiolégicos
e de biomonitoramento para determinar se os efeitos dos HBG sédo
devidos realmente a atividade de desregulacdo endocrina.

Neste sentido, os efeitos das formulagdes a base de glifosato foram
estudados em uma variedade de organismos, incluindo anfibios
(LAJMANOVICH et al., 2011), répteis (BURELLA et al., 2017) e aves
(OLIVEIRA et al., 2007). Em peixes, os estudos tém sido focados nos
efeitos fisioldgicos, bioquimicos e comportamentais, demonstrando que
exposicoes subletais ao HBG induzem neurotoxicidade em Cyprinus
carpio (CATTANEO et al., 2011), danos no DNA em Prochilodus
lineatus (MORENO; et al., 2014), alteracdes nas células das branquias e
na expressdo de proteinas do figado em Poecilia reticulatae (ROCHA et



al., 2015; DOS SANTOS et al., 2016) e mudangas do metabolismo em
Leporinus obtusidens, Rhamdia quelen e Odontesthes bonariensis
(SALBEGO et al., 2010; GLUSCZAK et al., 2007; MENENDEZ-
HELMAN et al., 2015).

Cabe destacar que a contaminacdo por concentracdes subletais de
HBG nem sempre é reconhecida em estudos toxicoldgicos, devido a que
¢ dificil que ocorra a morte dos organismos pelo fato de que esse
composto estd presente em baixas concentracbes no meio ambiente
(GRISOLIGA, 2005). Alem disso, ndo ha consenso sobre as
concentragcdes maximas aceitaveis de glifosato dissolvido na agua, sendo
gue cada pais tem sua prépria regulamentagdo dos limites maximos
permitidos. Por exemplo, a Comunidade Econdémica Europeia (EEC)
estabelece a concentragdo admissivel de 0,1 pg/L (de qualquer
agrotoxico) em aguas destinadas ao consumo humano (MALLAT e
BARCELO, 1998), ja a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (EPA) estabelece o nivel maximo de glifosato em agua potavel de
700 ng/L (USEPA, 2014). No Brasil, o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) na Resolugdo n° 357/05, estabelece que a
concentragdo maxima permitida de glifosato é de 65 pg/L para agua
destinada ao consumo humano e a protecdo das comunidades aquaticas
(CONAMA, 2005).

1.3. OVARIO DE Danio rerio COMO ALVO DE TOXICIDADE.

O peixe-zebra, Danio rerio (Teleostei; Cyprinidae) foi descrito pelo
médico escocés, Francis Hamilton, com auspicios da British East India
Company (Hamilton, 1822) e introduzido como modelo animal na
pesquisa cientifica pelo bidlogo George Streisinger, professor da
Universidade de Oregon (STREISINGER et al., 1981).

E um peixe pequeno de dgua doce, endémico de rios, corregos e corpos
de aguas pouco profundas do sudoeste da Asia (PARICHY, 2015). Os
adultos apresentam um comprimento total entre 3 a 4 cm, com vida média
de trés anos, atingem a maturidade sexual com 3 meses de vida e se
reproduzem em temperatura média de 26-28°C (DAMMSKI e MULLER,
2011) (Figura 2 A).

Os ovarios do D. rerio sdo o6rgdos pares alongados, situados
bilateralmente entre a bexiga natatéria, figado e alcas intestinais (VAN
DER VEM E WESTER, 2012) e um oviduto que conduz os ovdcitos até
a abertura genital (MENKE et al., 2011) (Figura 2 B e 2C).



Figura 2: A) Fémea adulta de D. rerio. Fonte: ARMILIATO, 2014. Escala: 0,5
cm. B) Cavidade celémica de fémea adulta de D. rerio. Fonte: The Zebrafish
Anatomy Poster. AALAS 2007. C) Seccdo transversal de fémea adulta de D.
rerio. Foliculos ovarianos (Setas pretas), figado (*), algas intestinais (A) e bexiga
natatoria (**). Coloracdo HE. Fonte: VAN DER VEM E WESTER, 2012.

Por sua vez, sdo reconhecidos nos ovarios os foliculos ovarianos, que
sdo constituidos pelos ovécitos (células germinativas) envoltos pelo
envelope vitelinico e pelas células foliculares (células somaticas)
(LESSMAN, 2009). Além disso, o ovario é um 6rgdo extremamente
dindmico em que os foliculos apresentam maturacdo assincronica, de
maneira que sdo observados concomitantemente foliculos em todos os
estagios de maturacdo ovariana sendo que as células germinativas
maduras podem ser geradas durante todo o ano (CLELLAND e PENG,
2009).

A ovogénese dos peixes teledsteos inicia com a diferenciacdo das
células germinativas primordiais em ovogbnias e prossegue com 0S
eventos sequenciais de divisdo e diferenciacdo dos ovdcitos e da
maturacao dos foliculos ovarianos sendo que ao final do processo a célula
germinativa madura é liberada do ovario (LUBZENS et al., 2010).

Nos foliculos ovarianos do D. rerio podem ser distinguidos dois
estagios: de crescimento e maturagdo, 0s quais sdo regulados
principalmente através da acdo dos horménios (CLELLAND e PENG,
2009). A etapa de crescimento corresponde a vitelogénese, na qual o
acumulo de vitelo ocorre de forma gradual, acompanhado pelo aumento
no didmetro dos ovdcitos e por mudancas nas caracteristicas do
citoplasma. Além disso, na etapa de maturacdo ocorre o inicio da
formag&o do envelope vitelinico pela deposi¢do de matriz extracelular



entre o0 ovdcito e as células foliculares. Também, durante essa fase ocorre
a incorporacdo de outras moléculas, tais como lipideos e proteinas
(LESSMAN, 2009; LUBZENS et al., 2010).

Uma dessas proteinas que 0s ovdcitos incorporam através de
endocitose mediada por receptor € a vitelina, que serve como fonte
nutritiva de aminodcidos e lipideos para o0 embrido. A vitelina é produzida
a partir da lipoproteina vitelogenina que é sintetizada no figado nos
vertebrados, onde é ligada a lipideos, fosforilada, glicosilada e
transportada a corrente sanguinea. Uma vez internalizada nos ovocitos, a
vitelogenina é proteoliticamente clivada em vitelina e fosvitina
(ROMANO et al., 2004; SUN e ZHANG, 2015).

Tendo em conta que a vitelogénese desempenha um papel importante
no crescimento dos ovocitos, segundo ARMILIATO (2014) podem ser
reconhecidas trés fases de ovocitos em peixe-zebra: i) ovocitos pre-
vitelogénicos | (Prel), que apresentam um nucleo grande com nucléolos
e citoplasma homogéneo sem granulos de vitelo; ii) ovécitos pre-
vitelogénicos Il (Prell), caracterizados principalmente pela presenca de
granulos de vitelo acumulados no citoplasma, ndcleo volumoso e com
muitos nucléolos periféricos; iii) ovdcitos vitelogénicos (Vit), que
apresentam uma grande quantidade de granulos de vitelo no citoplasma,
nicleo que pode ou ndo ser reconhecivel, envelope vitelinico com
estriacOes e a organizacdo de duas camadas de células foliculares (Figura
3).

Ovocitos Ovécitos
Ovogodnia pré-vitelogénicos I pré-vitelogénicos II Ovécitos vitelogénicos

(_A—\( k Y f k Y [ k \

@@ Célula Folicular ] Envelope Vitelinico O Granulos de vitelo @ Ovécito

Figura 3: Representacdo da maturagdo do foliculo ovariano de D. rerio.
Ovogdnia, ovdcitos pré-vitelogénicos I, ovocitos pré-vitelogénicos 11 e ovocitos
vitelogénicos. Nucléolos (seta). Nucleo (nu). Fonte: Veloso da Silva, 2017.

Particularmente, os indices sugeridos pela OECD (do inglés,
Organisation for Economic Co-operation and Development, 2009) para
avaliar a toxicidade reprodutiva usando peixe-zebra € focada em: (1)



indice gonadossomatico (IGS) (BRION et al., 2004); (2) capacidade de
reproducdo: quantidade da postura de ovos (DENG et al., 2010) e
qualidade do esperma (LOPES et al., 2014); (3) histologia das gdnadas
(LEAL et al., 2009); (4) expressao da vitelogenina (VUTUKURU et al.,
2016); e (5) expressdo génica do eixo hipotalamo-pituitario-gonadal
(HPG) (ZHANG et al., 2016)

Embora os individuos adultos parecam ser menos sensiveis do que 0s
embrides a desregulacdo enddcrina, os EDC (compostos de disrupcao
enddcrina) ainda tem um efeito negativo sobre gbnadas de peixe-zebra
adulto. Estudos analisaram uma série de efeitos resultantes da disrupcédo
enddcrina, incluindo baixa percentagem de espermatozoides e aumento
no numero de espermatdcitos (UREN-WEBSTER et al., 2010),
diminuicdo da proporcdo de ovdcitos vitelogénicos (HALDEN et al.,
2011) e aumento do nimero de foliculos atrésicos (DAOUK et al., 2011).
Além disso, na geracdo F1 apds exposicdo parental a EDC, como
bifenilos policlorados e o diclorodifeniltricloroetano  (DDT),
apresentaram gonadas malformadas, diminui¢do no desenvolvimento dos
foliculos ovarianos, acompanhado pelo aumento de apoptose de células
da granulosa em peixe-zebra (KRAUGERUD et al., 2012). HU et al.,
(2010) detectaram tubulos seminiferos anormais, producdo de
espermatozoides reduzida e hiperplasia de células de Leydig na prole de
peixes-zebra machos ap6s exposi¢do dos progenitores ao dibutilftalato.
Portanto, a transferéncia materna de EDCs aos ovos tem efeitos
prejudiciais sobre a reproducéo e a prole.

Além disso, resultados de investigagdes recentes na espécie D. rerio
demostraram que, 0 HBG atua como um inibidor da acetilcolinesterase
no cérebro e no musculo (SANDRINI et al., 2013), induz neurotoxicidade
no cérebro de embrides (ROY et al., 2016), bem como efeitos nocivos
sobre os parametros reprodutivos em machos. Também foi observado
danos no DNA dos espermatozoides, reduzindo a integridade da
membrana mitocondrial e funcionalidade, diminui¢cdo da motilidade,
assim como impactos sobre a sobrevivéncia do embrido com aumento na
taxa de mortalidade nos estagios iniciais (UREN-WEBSTER et al., 2014;
LOPES et al., 2014). No entanto, revisGes de bibliografia mostram
escassez de estudos desenvolvidos com o objetivo de avaliar os aspectos
morfoldgicos, bioquimicos e fisioldgicos do ovario de peixes expostos ao
HBG. Recentemente, no estudo realizado no Laboratério de Reprodugéo
e Desenvolvimento Animal/CCB/UFSC, desenvolvido por ARMILIATO
et al., (2014), usando fémeas da espécie D. rerio que foram expostas ao
HBG (0,065 mg/L), foi demonstrado que a concentragdo regulamentada



para os rios do Brasil foi suficiente para causar alteracdes ultraestruturais
e bioguimicas nos ovarios deste animal.

1.4. Danio rerio COMO MODELO EXPERIMENTAL EM
ESTUDOS TOXICOLOGICOS.

Dentre 0s organismos aquaticos, o uso de peixes como bioindicadores
de efeitos de contaminantes, estd sendo cada vez mais frequente, uma vez
que tal pratica pode ajudar a detectar possiveis impactos ambientais
(LASHEEN et al., 2012) assim como no ser humano, ja que as respostas
celulares, moleculares e bioguimicas nos peixes sao similares aquelas
encontradas em mamiferos (HE et al., 2014; DUBINSKA-MAGIERA et
al., 2016).

Na atualidade, o D. rerio é considerado um organismo modelo de
vertebrado amplamente utilizado em ciéncias bioldgicas, em diferentes
areas de pesquisa como genética, biologia do desenvolvimento e
toxicologia (CARVAN et al., 2005; SEGNER, 2009; BASU e
SACHIDANANDAN, 2013). Esse animal tem uma série de
caracteristicas favoraveis para a manipulacdo experimental, tais como i)
porte pequeno, ii) fertilizacdo externa iii) desenvolvimento embrionario
rapido, iv) capacidade de se reproduzir a cada 1-4 semanas, V) prole
numerosa, onde a desova apresenta cerca de 200-300 ovos, e vi) as larvas
e os individuos adultos podem ser mantidos a uma densidade elevada em
aquarios de laboratorio (DAMMSKI e MULLER, 2011; HILL, 2005;
SPENCE et al., 2008). Ao mesmo tempo existe uma grande variedade de
ferramentas e informagdes disponiveis para o estudo desta espécie,
incluindo a disponibilidade da sequéncia do seu genoma (SEGNER,
2009). Além disso, a sua fundamental carateristica como um organismo
modelo é que, como um vertebrado, pode ser mais comparavel aos seres
humanos do que outros modelos de invertebrados como Drosophila
melanogaster (BARBAZUK et al., 2000). Também, o uso do D. rerio
esta alinhado com a abordagem "3Rs" (Reduzir, Reciclar e Reutilizar) do
uso animal para fins cientificos (VLIEGENTHART et al., 2014).

D. rerio possui grande sensibilidade quando exposto a produtos
quimicos por ser capaz de absorver de forma rapida os compostos que séo
diretamente adicionados na agua e acumula-los em diferentes tecidos
(CLAIR et al., 2012; ARMILIATO et al., 2014; UREN-WEBSTER et
al., 2014). Vérios testes de toxicidade e efeitos farmacoldgicos ja foram
descritos neste modelo (GOLDSMITH, 2004; CARNEY et al., 2006;
DUBINSKA-MAGIERA et al., 2016). Desta forma, a espécie de peixe
D. rerio mostra-se adequada para trabalhos em condigdes laboratoriais,
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além de ser amplamente reconhecida como um bom modelo para estudos
de toxicidade (CARVAN et al., 2005; HILL, 2005; HE et al., 2014).

D. rerio tem sido sugerido também como espécie modelo para estudar
EDC, assim como na deteccdo, avaliacdo dos efeitos e na identificagdo
dos mecanismos que alteram o sistema endocrino (ANKLEY e
JOHNSON, 2004). Considerando que os resultados de muitos estudos dos
EDC ambientais mostram a interferéncia sobre sistema de hormonios
sexuais dos vertebrados (SCHOLZ; KLUVER, 2009), a maioria dos
estudos de EDC em D. rerio foi direcionado a avaliacdo do possivel
comprometimento da diferenciacdo sexual e da reprodugdo (HUANG et
al., 2014). Neste sentido, o desenvolvimento gonadal é altamente sensivel
a substancias que podem perturbar os horménios sexuais, danificar as
gbnadas, afetar diretamente a fertilidade e a fecundagdo dos peixes, de
maneira que estudos morfoldgicos destes 6rgaos sdo utilizados para testar
os efeitos tdxicos dos EDC sobre a reproducéo (LEE et al., 2015).

Assim, o presente estudo tem como hipoteses que as diferentes
concentragcbes do herbicida glifosato Roundup® WG provocam
toxicidade reprodutiva induzindo alteracbes morfoldgicas e
ultraestruturais no ovario de D. rerio. Para tal se considera que:

=0 glifosato causa alteracdes nas células foliculares e nos ovécitos de
peixes expostos.

= A maior concentracao de glifosato utilizada no presente estudo altera
0 contelido da proteina vitelina e proteinas envolvidas na fissdo e fusdo
mitocondrial.

Finalmente, considerando o amplo uso do glifosato no Brasil, sua
entrada e permanéncia em corpos d'agua, bem como seu impacto em
organismo ndo alvos, como 0s peixes, a controvérsia em relagdo a sua
toxicidade e escassez de estudos em ovarios de peixes, o presente estudo
teve como foco investigar a toxicidade celular do herbicida a base de
glifosato, Roundup® WG, nos ovarios de D. rerio.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a toxicidade do Roundup® WG sobre a morfologia,
ultraestrutura e proteinas envolvidas na fungao ovariana do peixe-zebra,
D. rerio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

»  Determinar a toxicidade aguda do Roundup® WG: Concentracdo
letal média (CLso) para D. rerio;

»  Awvaliar a biometria corporal e ovariana de D. rerio expostos e
n&do expostos a diferentes concentragdes do Roundup® WG;

»  Comparar a morfometria dos ovacitos de D. rerio expostos e nao
expostos a diferentes concentra¢fes do Roundup® WG;

> Analisar a ultraestrutura dos ovdcitos, das células foliculares e do
envelope vitelinico de D. rerio apdés a exposicdo a diferentes
concentrages do Roundup® WG;

» Determinar se 0 Roundup® WG altera os niveis da proteina
vitelina nos ovarios de D. rerio;

»  Determinar se 0 Roundup® WG altera os niveis das proteinas
envolvidas com fisséo e fusdo mitocondrial nos ovarios de D. rerio.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENGCAO DOS ANIMAIS E ACLIMATAGAO.

Neste trabalho foram utilizadas fémeas adultas da espécie D. rerio da
linhagem Wild-Type, com comprimento médio de 2,4 cm (+ 0,6) e massa
corporal de 270 mg (= 11) obtidas em lojas especializadas na
comercializacdo de animais aquticos. Os peixes foram transportados
para o Laboratério de Reprodugéo e Desenvolvimento Animal (LRDA) -
Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) - Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) em condigBes apropriadas de oxigenagdo e ao abrigo da
luz, para evitar o estresse fisiol6gico. Os animais foram mantidos com
aeracdo continua, em condicdes controladas de temperatura (26 £1°C),
fotoperiodo 12:12 h e pH 7 (£ 0,5). Os parametros de qualidade da agua
dos aquarios, como temperatura e pH foram monitorados diariamente e
semanalmente, respectivamente, e o0s peixes foram alimentados
diariamente com racdo comercial para peixe (Alcon Base®). Antes de
cada experimento, os peixes foram aclimatados durante 7 dias.

Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA-UFSC), projeto nimero 5466040416/2016
(ANEXO A). As analises foram realizadas no LRDA, Laboratério Central
de Microscopia - LCME/UFSC, e nos Laboratérios Multiusuérios de
Estudos em Biologia — LAMEBES.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.

Para a determinacdo da toxicidade do Roundup® WG foram
realizados testes de toxicidade aguda por 96h e subcronica por 15 dias de
exposicdo. Foram desenvolvidos testes de acordo com a OECD (1992)
para avaliar a toxicidade aguda através do célculo da CLso. A Clso €
definida como a concentragdo que mata 50% dos animais expostos. Para
isso, 0s peixes foram expostos ao herbicida a base de glifosato,
formulagdo comercial, Roundup® WG (Monsanto do Brasil Ltda.,
contendo 720 g de glifosato/Kg) por um periodo de 96 h em condigdes
semi-estaticas, isto €, com renovacdo total da solucéo teste a cada 24 h.
Foram utilizados 4 peixes por aquério de 2 L de agua declorada, em
aeracdo constante, temperatura controlada (26 + 1°C) e fotoperiodo 12:12
h. A alimentacéo foi suspensa 24 h antes e durante o periodo de exposicéo
ao agroquimico (OECD, 1992) e os parametros fisico-quimicos da dgua
foram monitorados diariamente.
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As concentragOes utilizadas para avaliar a toxicidade aguda foram 10,
35, 45, 55 e 65 mg/L de glifosato contidas no herbicida Roundup® WG.
O grupo controle foi mantido em agua declorada e filtrada e submetido as
mesmas condi¢Bes dos grupos tratados sendo renovada a 4gua a cada 24
h. Todos os testes foram realizados em triplicatas independentes. A
mortalidade foi registrada em 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h apds o inicio do
teste, para a determinagéo da CLso apds 96 h. O valor de CLso 96 h € 0s
seus correspondentes limites de confianca de 95% foram calculados
usando o programa PriProbit versdo 1.63 (SAKUMA, 1998).

Por outro lado, para avaliar a toxicidade subcronica do Roundup®
WG, fémeas de D. rerio foram divididas em quatro grupos
experimentais/tratamentos: trés concentragdes de Roundup® WG e um
grupo controle ndo exposto, que foram mantidos nas mesmas condigdes
de temperatura, pH, fotoperiodo 12:12 h e alimentacéo.

As concentracdes utilizadas foram: 0,065 mg/L; 0,65 mg/L e 6,5 mg/L
de glifosato contido no herbicida, Roundup® WG. Para preparar as
diferentes concentracfes, o agroquimico foi diluido a partir de uma
solucio estoque em agua declorada. E importante salientar que 0,065
mg/L é a concentragdo maxima permitida pelo CONAMA (2005). As
outras concentragdes subletais foram escolhidas multiplicando por um
fator de 10 a partir da concentragdo maxima permitida pelo CONAMA.

As fémeas foram expostas durante 15 dias, na densidade de 2 peixes/L
em aquarios de 10 L, contendo agua corrente declorada. O experimento
foi realizado em triplicata e em condicdo semi-estatica, sendo que 50%
da 4gua dos aquérios foi trocada a cada 4 dias para a renovagdo das
concentracdes de glifosato (GHOLAMI-SEYEDKOLAEI et al., 2013).
Definiu-se um periodo de 15 dias de exposicdo das fémeas de D. rerio ao
glifosato, com base nos valores estimados de meia-vida do herbicida em
agua, que corresponde a um periodo de 7 a 14 dias (GIESY et al., 2000).
Este periodo de exposicdo também foi determinado considerando o
protocolo da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da
América (USEPA, do inglés United States Environmental Protection
Agency) que estabelece 14 dias para testes de toxicidade de substancias
com potencial de desregular o sistema endocrino (ANKLEY et al., 1998).

As fémeas (n = 5/tratamento em triplicata) expostas ao Roundup®
WG por 15 dias foram submetidas a eutanasia por decapitacdo de acordo
com CONCEA (2013). Em seguida, os peixes foram pesados e dissecados
para obtencdo dos ovarios, 0s quais foram destinados para as diferentes
técnicas.
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Apos cada experimento, a d&gua com Roundup® WG diluido dos
aquarios 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 OVARIANA.

Para obtencdo dos dados biométricos, foram obtidas as medidas de
massa corporal (mg) e dos ovarios (mg) de 60 fémeas de D. rerio (n =
5/tratamento em triplicatas). Essas medidas foram utilizadas para o
calculo do Indice gonadossomatico (1GS), através da formula: (massa do
ovario/massa da fémeas) x 100.

3.4 ANALISES MORFOLOGICAS E MORFOMETRICAS POR
MICROSCOPIA DE LUZ.

3.4.1 Preparo das amostras.

Os ovarios (n = 3 fémeas/tratamento em triplicatas) foram fixados em
solucéo de formol 10% por 24 h e logo conservados em alcool 70%. Os
ovarios foram desidratados em série alcodlica crescente 70, 80, 90 e 100%
e diafanizados em xilol, incluidos em paraplast e seccionados a 8§ pum. As
sec¢Oes foram desparafinizadas em xilol e hidratadas em série alcodlica
decrescente 100% - 70%, para posterior realizacdo das coloragdes com
hematoxilina-eosina (HE) ou técnica de imuno-histoquimica.

3.4.2 Biometria e classificacdo dos ovécitos.

Para a analise em microscopia de luz, as sec¢Bes dos ovarios (n = 3
fémeas/tratamento em triplicatas) foram coradas com HE. Para isso, ap6s
desparafinizacdo e reidratacdo, as secces foram lavadas em agua
destilada e coradas com Hematoxilina de Harris, lavadas com &gua
destilada e coradas com eosina aquosa. Na sequéncia, as sec¢des foram
lavadas em &gua destilada, desidratadas em série alcodlica 70 — 100% e
diafanizados em xilol, para montagem das ldminas com Entellan®
(Merck, Millipore). Ap6s, as seccBes dos ovarios foram analisadas ao
microscépio de luz (4X e 10X). Para as analises morfométricas, como o
diametro das células germinativas (um), e a quantificagdo das mesmas,
foram realizadas com auxilio do software Image-J, NIH (RASBAND,
1997). As caracteristicas morfolégicas, como o tamanho da célula, a
presenga e distribui¢do de granulos de vitelo, a presenca de nucléolos e o
envelope vitelinico visivel foram utilizadas como caracteristicas
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morfoldgicas para a classificacdo das células germinativas em trés tipos
distintos de ovdcitos: pré-vitelogénico |1, pré-vitelogénico 11 e
vitelogénico, de acordo com ARMILIATO (2014). As laminas foram
analisadas usando o Microscopio Olympus BX41 (Laboratério Central de
Microscopia Eletronica/UFSC).

3.4.3 Marcac0es celulares por imuno-histoquimica.

Para marcagdo da proteina Vitelina por imuno-histoquimica, as
seccOes foram desparafinizadas, hidratadas e lavadas em tampéo fosfato
salino (PBS, do inglés, phosphate buffered saline) 0,1 M, pH 7,4, sendo
a atividade das peroxidases enddgenas bloqueadas pelo perdéxido de
hidrogénio em metanol (1:2). Em seguida, as seccOes foram
permeabilizadas em PBS + Triton X-100 a 0,3% e incubados com
albumina sérica bovina a 5% (BSA, do inglés bovine serum albumin) para
inativar sitios inespecificos, por 1 h, para posterior incubacdo com
anticorpo primario (Tabela 1) a 4°C por 12 h. Na sequéncia, as sec¢des
foram lavadas em PBS e incubadas a temperatura ambiente por 90 min
com anticorpo secundario compativeis com o anticorpo primario
utilizado. Os controles negativos foram tratados da mesma maneira
descrita acima, exceto pela incubagdo com 0s anticorpos primarios, que
serdo substituidos por PBS.

3.5 Analises ultraestruturais por microscopia eletrdnica de
transmissao.

Para avaliacdo ultraestrutural, os ovarios (n = 2 fémeas/tratamento em
triplicata), foram fixados em glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a
4% por aproximadamente 1h em temperatura ambiente, seguida da pés-
fixagdo com solucdo de tetroxido de dsmio a 1% em tampdo cacodilato
de sédio a 0,1 M e pH 7,4. Na sequéncia, a desidratacdo foi realizada em
série crescente de etanol e a infiltracdo foi feita em resina Spurr. Ap6s a
polimeriza¢do da resina, os blocos confeccionados foram cortados em
ultramicrétomo para a obtengdo de cortes semifinos (500 nm - Ium) e
ultrafinos (60 -70 nm). As seccBes semifinas foram coradas com solugédo
de azul de toluidina 1% e observadas ao microscdpio de luz para controle
da orientacdo e observacdo da qualidade do material para posterior
realizacdo das sec¢des ultrafinas. As sec¢des ultrafinas foram coletadas
em grades mesh (300), contrastadas com acetato de uranila 5% e citrato
de chumbo 1% por 5 minutos e observadas ao microscopio eletrdnico de



17

transmissdo Jeol JEM 1011 (Laboratério Central de Microscopia
Eletrénica/UFSC).

A contagem das mitocondrias foi realizada na regido cortical dos
ovacitos, onde foram analisados 15 ovdcitos em cada tratamento. Em
cada ovacitos foram avaliados trés campos, de maneira que no total do
presente estudo foram examinados 180 campos. Utilizando a mesma
metodologia foi avaliada a presenca de mitocdndrias alteradas nos
ovacitos bem como a obtencdo do escore de severidade.

Tabela 1: Anticorpos primarios e secundarios utilizados nas técnicas de
imuno-histoquimica e Western blotting.

Diluicédo
Anticorpo Isotipo Marca
Imuno | W.B.
Anti-
Vitelina Primario lgc |1:100 |1:500 *
Anti-Coelho |Secundario 1:200 (1:2000 | Santa Cruz
Anti .
B-Actina C4 | Primério IgG - [1:2500 Santa Cruz
Anti-Mouse |Secundario - [:3000 | sigma
i- imari - |1:500
Anti-Drpl Primario e Santa Cruz
Anti-Coelho |Secundario - [1:2000
i- imari - |1:500
Anti-Mfnl Primério IgG Santa Cruz
Anti-Coelho |Secundario - [1:2000
i- imari - |1:500
Anti-Mfn2 Primario IgG Santa Cruz
Anti-Coelho |Secundario - [1:2000

*Doado pela Dra. Esther Lubzens da Israel Oceanographic and Limnological

Research
3.6 Analises por Western blotting.

Inicialmente, a técnica de Western blotting foi realizada para verificar
a especificidade do anticorpo anti-vitelina utilizando amostras de ovario
e musculo de D. rerio. Seguidamente, esta técnica foi realizada também,
para quantificar os niveis de vitelina nos ovarios de D. rerio expostos ao
Roundup® WG por 15 dias (n = 3 fémeas/tratamento).



18

Os ovarios foram homogeneizados a 4°C em solucdo tampéao (20mM
Tris—HCI, pH 7.5 contendo 100mM NaCl, 10mM EDTA e 1mM PMSF)
de acordo com WANG et al., (2015) em uma proporgéo de 1:10. Apés a
homogeneizacdo, os homogenatos foram centrifugados durante 20 min a
13.000 g a 4° C. O sobrenadante foi separado e armazenado a -20°C,
enquanto que o precipitado foi descartado. A quantificacdo das proteinas
totais de cada amostra foi realizada pelo método LOWRY et al., (1951).

Para a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), uma
mesma quantidade de proteinas (40 pug/pogo) foi misturada com Loading
Buffer 2x (Para 10 ml: 1,25 ml de Tris-HCI 1M, pH 6,8; 0,6 g de SDS;
2,5 ml de Glicerol; 1 ml de B-mercaptoetanol; 0,01 g de azul de
bromofenol) e aquecida em banho seco a 100° C durante 5 min. O
marcador de peso molecular utilizado foi Gibco BRL (26-041020). Logo,
as proteinas foram separadas utilizando gel de acrilamida (de entrada de
5% e de separacdo a 12%) aplicando uma voltagem de 120 V durante 1h
em tampdo de eletroforese (25 mM Tris Base, 192 mM glicina, 0,1%
SDS, pH 8,3).

Apbs a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas
de nitrocelulose e para o bloqueio de sitios de ligacdo inespecifica do
anticorpo, as membranas foram incubadas em solugdo TBST-T/leite
(TBS 1X; 0,1% de Tween20 e 5% leite desnatado) durante 1 h a 4° C.
Posteriormente, as membranas foram lavadas em tampdo TBS e
incubadas com anticorpo primario (Tabela 1) a 4° C por 12 h sob agitacéo.
Apos incubagéo, as membranas foram lavadas em TBST e incubadas com
anticorpo secundario (Tabela 1) a temperatura ambiente durante 1 h sob
agitacdo. As membranas foram reveladas utilizando Fotodocumentador
ChemiDoc MP (BioRad, LAMEB).

Da mesma forma, a técnica de Western Blotting também foi realizada
para avaliar o contetdo de Drpl, Mfnl e Mfn2 nos ovarios de D. rerio
expostos ao Roundup® WG por 15 dias.

A intensidade das bandas foi quantificada utilizando software
ImageLab 4.1 (BioRad) e os resultados foram expressos como unidades
arbitrarias em relacdo a intensidade da banda de proteinas totais.

3.7 Analise estatistica.

Os resultados obtidos a partir das analises realizadas foram
apresentados como média e erro padrdo. Foram verificada a noramalidade
dos dados e a homogeneidade das varianzas. Diferencas significativas
entre os grupos foram avaliadas através da analise de variancia ANOVA
de uma-via, seguida do teste post-hoc de Tukey (p < 0,05). As andlises
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foram realizadas no programa estatistico R® versao gratuita 3.2.5 para
Windows.
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4 RESULTADOS

No presente estudo, os resultados da avaliacdo ap6s exposicdo ao
Roundup® WG em D. rerio foram divididos em toxicidade aguda para
determinar a CLsp e em toxicidade subcrdnica para avaliar os efeitos nos
ovarios apds 15 dias de exposicao.

4.1 TOXICIDADE AGUDA DO ROUNDUP® WG PARA D. rerio.

Para avaliar a toxicidade aguda do Roundup® WG foi registrada a
mortalidade de D. rerio para cada concentracdo em 6, 12, 24, 48, 72 ¢ 96
h apds o inicio dos testes. Tanto no grupo controle como nas primeiras 6
horas do experimento ndo foi observada mortalidade.

Os sintomas apresentados pelos animais antes de morrer foram a perda
da capacidade natatéria, subsequente a perda do equilibrio, e perda do
movimento ocular. Os animais submetidos a concentracéo de 10 mg/L em
todos os experimentos realizados ndo morreram nem apresentaram efeitos
observaveis descritos acima.

Os resultados obtidos apds 48 e 72 h de exposicdo ao Roundup® WG
mostraram um aumento no nimero de mortos dependente do aumento da
concentracdo do herbicida, mostrando uma relacdo positiva (Figura 4).
No entanto, a mortalidade observada a partir da concentracéo de 45 mg/L
do Roundup® WG em 72 h foi maior quando comparada as 24 h de
exposicao.

O teste de toxicidade aguda apds 96 horas indicou que a maior
porcentagem de morte dos animais ocorre na maior concentragcdo de
glifosato testada (65 mg/L) a partir das 24 horas e na concentra¢do de 55
mg/L a partir das 48 horas. A concentracdo letal média (CLso)
determinada a 96 h foi de 42,61 mg/L com um intervalo de confianca 95%
= [39; 46 mg/L] (Figura 5).
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Figura 4: Curva concentragao-resposta em 48 e 72 horas. Mortalidade de D. rerio
apos exposicdo a diferentes concentragdes do Roundup® WG.
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Figura 5: Concentracdo Letal Média (CLso) para D. rerio ap6s a exposi¢ao ao
Roundup® WG ap6s 96 horas. O calculo do CLs, foi realizado com o programa
PriProbit versdo 1,63 (SAKUMA, 1998).
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4.2 TOXICIDADE SUBCRONICA DO ROUNDUP® WG EM
OVARIOS DE Danio rerio.

Para avaliar a toxicidade subcrénica do Roundup® WG foram
utilizadas no total 60 fémeas com massa corporal média de 270 mg (+ 11)
e com massa ovariana média de 12,55 mg (£ 1).

4.2.1 Biometria corporal e ovariana e IGS apds a exposi¢cdo ao
Roundup® WG.

Apos a exposi¢do ao Roundup® WG, as fémeas no grupo controle
apresentaram massa corporal média de 276 mg (x 23), que nao diferiu dos
demais grupos expostos, 0s quais apresentaram média de 316 mg (+ 19)
no grupo exposto a 0,065 mg/L, de 254 mg (+ 21) no grupo exposto a
0,65 mg/L e de 233 mg ( 21) no grupo exposto a 6,5 mg/L (Figura 6).
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Figura 6: Massa corporal das fémeas de D. rerio ap6s exposi¢do ao Roundup®
WG por 15 dias. Os dados representam a média + erro padrdo. (ANOVA de uma
via, p > 0,05); n = 5 fémeas/tratamento em triplicata independentes.
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Em relacdo a massa dos ovarios apds os 15 dias do experimento, o
grupo controle apresentou uma massa de 11,30 mg (x 1,05) que néo
diferiu dos demais grupos, que apresentaram média de 15,60 mg (+ 2,79)
no grupo exposto a 0,065 mg/L, de 11,48 mg (£ 1,91) no grupo exposto a
0,65 mg/L e de 11,82 mg (z 1,84) no grupo 6,5 mg/L (Figura 7).
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Figura 7: Massa dos ovarios de D. rerio apds exposi¢édo ao Roundup® WG por
15 dias. Os dados representam a média * erro padrdo. (ANOVA de uma via, p >
0,05); n = 5 fémeas/tratamento em triplicata independentes.

Em consequéncia, quando calculado o IGS, foi observado que 0s
grupos expostos ao Roundup® WG (0,065 mg/ L = 4,69 + 0,55; 0,65 mg/
L =4,49+0,45; 6,5 mg/ L=5,5 £ 0,78) também néo diferiram em relacéo
ao grupo controle 4,45 (+ 0,58) (Figura 8).
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Figura 8: Indice gonadossomatico dos ovérios de D. rerio apds exposicio ao
Roundup® WG por 15 dias. Os dados representam a média + erro padrdo.
(ANOVA de uma via, p > 0,05); n = 5 fémeas/tratamento em triplicata
independentes.

4.2.2 Morfometria dos ovécitos: Classificacdo, nimero e diametro
apos a exposicdo ao Roundup® WG.

Devido a que o processo de maturacdo dos ovocitos em D. rerio é
assincronico, foram observados foliculos com ovdcitos em diferentes
fases de maturacdo em todos os grupos analisados. Em relacdo a
morfologia e estrutura dos ovécitos, ndo foram identificadas alteracfes
morfoldgicas nos ovocitos das fémeas expostas a0 Roundup® WG
(Figura 9).

Os ovdcitos presentes nos foliculos ovarianos de D. rerio foram
classificados em trés tipos distintos: pré-vitelogénico | (Pre-1), com um
grande ndcleo com vérios nucléolos e citoplasma homogéneo; pré-
vitelogénico Il (Pre-Il) caracterizados principalmente pela presenca de
granulos de vitelo acumulado no citoplasma; e vitelogénicos (Vit), com
grande quantidade de grénulos de vitelo no citoplasma, e um nlcleo ndo
distinguiveis (Figura 10).
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Figura 9: Morfologia dos ovécitos de D. rerio ap6s exposi¢do ao Roundup® WG
por 15 dias. A: Controle. B: 0,065 mg/L. C: 0, 65 mg/L. D: 6,5 mg/L. HE. Escala:
200 pm.

vitelogénico 11 (AA&); B) Vitelogénico. HE. Escala: 50 pm.
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Contudo, o nimero médio de ovocitos (pré-vitelogénico |, pré-
vitelogénico 1l e vitelogénicos) nos grupos expostos ao Roundup® WG
ndo diferiu significativamente em relagdo ao grupo controle (Figura 11).
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Figura 11: Numero de ovocitos Prel, Prell e Vit em ovarios de D. rerio apds
exposicao ao Roundup® WG por 15 dias. Os dados foram expressos como média
+ erro padrdo (ANOVA); n = 3 fémeas/tratamento em triplicata independentes.

Adicionalmente, a andlise da morfometria dos ovdcitos demonstrou
uma diminuicéo significativa no didmetro dos ovocitos pré-vitelogénico
I das fémeas expostas a 0,065 mg/L (57,41 um + 0,72; p < 0,001), 0,65
mg/L (52,90 um £ 0,71; p < 0,0001) e 6,5 mg/L (50,02 pm =+ 0,64; p <
0,00001), quando comparados com o grupo controle (61,53 pum = 1,08).

Os didmetros dos ovocitos pré-vitelogénico Il apresentaram
diminui¢do significativa no grupo exposto a 0,65 mg/L (133,32 um =+
2,70; p < 0,0001) e 6,5 mg/L (134,91 pm = 3,28; p < 0,001), quando
comparados com o grupo controle (149,824 um = 3,7). Enquanto que, o
grupo tratado com 0,065 mg/L (149,80 um = 2,90; p = 0,99) ndo diferiu
do grupo controle.

Por ultimo, os ovdcitos vitelogénicos apresentaram diminuicdo
significativa apenas no didmetro dos ovdcitos das fémeas expostas a 0,65
mg/L (220,73 um =+ 4,87; p < 0,001), quando comparados com 0 grupo
controle (251,07 um =+ 3,37). Contudo, nos outros dois grupos expostos a
0,065 mg/L (250 um = 4,76; p = 0,99) e 6,5 mg/L (240,07 um £ 5,68; p =
0,34) ndo foram observadas diferengas significativas quando comparados
com o grupo controle (Figura 12).



29

300 H Controle R
250 00,065 mg/L SR &
- 80,65 mg/L
5200 #6,5 mg/L
= a a
£ 150 b.b
: Z
g 100 %
Lobop f
N [lEY Z
0
Prel Prell Vit
Tipos de ovocitos

Figura 12: Didmetro dos ovocitos Prel, Prell e Vit de D. rerio apds a exposigao
ao Roundup® WG por 15 dias. Os dados foram expressos como média + erro
padrdo (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey). Letras
diferentes entre os grupos indicam diferencas estatisticas (p < 0,05); n = 3
fémeas/tratamento em triplicata independentes.

4.2.3 Ultraestrutura dos ovarios de Danio rerio apds a exposicdo ao
Roundup® WG.

A partir das analises ultraestruturais realizadas nos foliculos ovarianos
de D. rerio ap6s a exposicdo ao Roundup® WG, foram reconhecidas as
celulas foliculares localizadas na periferia dos foliculos, caraterizadas por
serem alongadas, organizadas em dupla camada e apresentar nucleo
evidente. Proximo as células foliculares foi identificado o envelope
vitelinico com estria¢fes, o0 qual permite a comunicacao entre as células
foliculares e 0 ovécito. Por um lado, foi observada a presenca de zonas de
vacuolizacdo nas células foliculares dos animais expostos ao Roundup®
WG quando comparado com o grupo controle. Por outro lado, no grupo
exposto a maior concentragdo (6,5 mg/L) foi observado um aumento do
espaco perivitelinico (espaco entre 0 ovocito e as células foliculares) com
presenca de macro e micro vesiculas (Figura 13).

Além disso, ndo foram evidenciadas alteracdes na morfologia das
mitocondrias das células foliculares quando comparados 0S grupos
expostos com o grupo controle (Figura 14).
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Em relacdo a ultraestrutura das mitocdndrias dos ovoécitos, foram
observados 0s compartimentos  mitocéndrias  comprometidos,
evidenciados pela perda da integridade das cristas e maior
eletrodensidade nos grupos expostos quando comparado com 0 grupo
controle (Figura 15).

Além disso, na contagem de nimero de mitocondrias dos ovécitos em
cada grupo experimental, o nimero de mitocéndrias foi similar entre o
grupo exposto a 0,065 mg/L e o grupo controle, enquanto que, foi
observada uma diminuicéo de cerca de 50% do ndmero de mitocondrias
nos grupos expostos as duas concentragdes maiores (0,65 e 6,5 mg/L).
Também, foi observado um aumento da presenca de mitocondrias
alteradas e da severidade da alteracdo em fungéo da concentragdo (Figura
16, 17 e Tabela 2).
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V.

Figura 13: Secgdo de ovario de D. rerio. Célula folicular e envelope vitelinico do
foliculo ovariano. A, B: Controle. C, D: 0,065 mg/L. E, F: 0,65 mg/L. G, H: 6,5
mg/L. cf: células folicualres; nu: nucleo; ev: envelope vitelinico; zv: zona de
vacuolizagdo; ep: espago perivitelinico; mav: macro vesiculas; miv: micro
vesiculas. Escala: 1 um. n = 2 fémeas/tratamento em triplicata.
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Figura 14: Seccdo de ovério de D. rerio. Mitocondrias das células foliculares. A,
B: Controle. C, D: 0,065 mg/L. E, F: 0,65 mg/L. G, H: 6,5 mg/L. cf: células
folicualres; nu: ndcleo; ev: envelope vitelinico; mi: mitocéndrias; mav: macro
vesiculas; miv: micro vesiculas. Escala: 0,5 um. n = 2 fémeas/tratamento em

triplicata.
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Figura 15: SeccOes de ovario de D. rerio. Mitocondrias da regido cortical do
foliculo ovariano. A: Controle. B: 0,065 mg/L. C: 0,65 mg/L. D: 6,5 mg/L em

triplicata. ev: envelope vitelinico; mi: mitocdndrias. Escala: 0,5 pm. n = 2
fémeas/tratamento.
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Figura 16: NUumero de mitocondrias em ovdcitos de D. rerio ap6s exposi¢do ao
Roundup® WG por 15 dias. Os dados foram expressos como média + desvio
padrdo (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey). Letras
diferentes entre os grupos indicam diferengas estatisticas (p< 0.05); n = 2
fémeas/tratamento em triplicata.
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Figura 17: Numero de ovocitos de D. rerio com presenca de mitocondrias
alteradas apds a exposicdo ao Roundup® WG. Os dados foram expressos em
porcentagem de ovocitos com mitocdndrias alteradas. n = 2 fémeas/tratamento
em triplicata.
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Tabela 2: Escore de severidade das alteragBes mitocondriais nos ovocitos de
Danio rerio ap6s a exposi¢do ao Roundup® WG por 15 dias.

N ovdcitos com

Tratamento mitocondrias alteradas/ Escpres de
. . severidade
N ovdcitos analisados
Controle 0/16 0 (0%)
0,065 mg/L 3/17 + (17,6%)
0,65 mg/L 8/15 ++ (50,3%)
6,5 mg/L 11/17 +++ (64,7%)

*Q escore de severidade foi obtido a partir das analises de 3 regibes diferentes
de cada ovdcito por tratamento.

4.2.4 Imuno-histoquimica e Western blotting de ovarios de Danio
rerio.

Primeiramente, a especificidade do anticorpo anti-vitelina utilizado no
presente estudo, foi demonstrada em ovarios de D. rerio e em musculo de
machos e fémeas como controles negativos (Figura 18A e 18B). Além
disso, a proteina vitelina foi imunolocalizada no citoplasma dos ovécitos
e das células foliculares de D. rerio no grupo controle bem como nos
grupos expostos a concentragbes do Roundup® WG por 15 dias (Figura
19).

Depois de verificar a especificidade e a localizacdo da vitelina, foi
determinado o contetdo da proteina vitelina nos ovérios de D. rerio
expostos ao Roundup® WG por 15 dias. O contelido da proteina vitelina
aumentou significativamente (23,09; 24,17; e 27,38%) nos ovarios de D.
rerio nas trés concentragbes testadas 0,065; 0,65 e 6,5 mg/L,
respectivamente, quando comparados com o grupo controle (Figura 20).
Os niveis de vitelina foram relativizados em relacdo aos niveis de
proteinas totais devido as variagcdes dos niveis de actina encontradas nas
amostras analisadas.
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Figura 18: Imuno-blotting com marcacdo para vitelina em ovarios de D. rerio
apos exposi¢do ao Roundup® WG por 15 dias. A) SDS-PAGE do anticorpo
vitelina. MP: marcador de peso molecular. B) Especificidade do anticorpo
vitelina normalizado em relagdo aos niveis da proteina B-actina.
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Figura 19: Imuno-histoquimica com marcacdo para vitelina em ovarios de D.
rerio apds exposicdo ao Roundup® WG por 15 dias. A) Ovdcito vitelogénico.
Coloracdo HE. Escala: 10 um. B) Imuno marcacéo para vitelina para os distintos
tratamentos (Controle, 0,065; 0,65; 6,5 mg/L). ev: envelope vitelinico. cf: células
foliculares. v: vitelo. Escala: 1 pm.
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Figura 20: Conteudo de vitelina em ovérios de D. rerio ap0s a exposi¢do ao
Roundup® WG por 15 dias. Os niveis de vitelina foram relativizados em relacéo
aos niveis de proteinas totais. Os dados foram expressos como média + erro
padrdo (ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey). Letras
diferentes entre os grupos indicam diferencias estatisticas (p< 0.05); n = 3
fémeas/tratamento.

Devido as alteracdes nas mitocondrias encontradas na analise da
ultraestrutura dos ovoécitos nos ovarios de D. rerio expostos com
Roundup® WG por 15 dias, foi determinado o contetido das proteinas
mitocondriais Drpl, Mfnl e Mfn2. O conteldo de Drpl diminuiu
significativamente nas trés concentragdes testadas (0,065; 0,65 e 6,5
mg/L) quando comparado com o grupo controle (Figura 21A). Em relagéo
as proteinas Mfnl e Mfn2, o conteddo de Ml diminuiu
significativamente apenas na maior concentracdo (6,5 mg/L) em
comparagao ao grupo controle (Figura 21B), enquanto que, o conteldo de
Mfn2 diminuiu significativamente na menor concentracao de 0,065 mg/L
e na maior concentragdo de 6,5 mg/L, quando comparado com o grupo
controle e com o grupo 0,65 mg/L (Figura 21C). Os niveis das proteinas
mitocondriais Drpl, Mfnl e Mfn2 foram também relativizados em
relacdo aos niveis de proteinas totais (Figura 21D e 21E).
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Figura 21: Contetdo de A) Drpl, B) Mfnl e C) Mfn2 em ovarios de D. rerio ap6s
a exposic¢ao ao Roundup® WG por 15 dias. D e E) Os niveis das proteinas Drpl,
Mfnl e Mfn2 foram relativizados em relagdo aos niveis de proteinas totais. Os
dados foram expressos como média + erro padrdo (ANOVA de uma via seguido
de teste post hoc de Tukey). Letras diferentes entre os grupos indicam diferencas
estatisticas (p< 0.05); n = 3 fémeas/tratamento.
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5 DISCUSSAO

Considerando o amplo uso de glifosato no Brasil, sua entrada e
permanéncia nos corpos d'dgua, bem como a controvérsia sobre seus
efeitos em organismos ndo alvos, o objetivo no presente estudo foi avaliar
a toxicidade celular do herbicida a base de glifosato, Roundup® WG nos
ovérios de D. rerio.

Em estudos toxicologicos, a concentracao letal média (CLsp), definida
como a concentracdo de um composto quimico que causa mortalidade de
50% dos organismos aquaticos expostos, dentro de um determinado
tempo (24, 48 ou 96 h) (GEYER et al., 1993), é geralmente usada como
um indice de toxicidade aguda de substancias quimicas em organismos
aquaticos. Nesse sentido, foi determinada a CLso do herbicida a base de
glifosato (HBG) Roundup® WG, para D. rerio, considerando que é um
indice de toxicidade aguda importante que deve ser determinado para o
composto que esta sendo estudado, antes que se proceda a analise de seus
efeitos em concentraces subletais. Neste estudo, a ClLso (96 h) para
fémeas de D. rerio expostas ao Roundup® WG foi de 42,6 mg/L de
glifosato. De acordo com a classificacdo de toxicidade aguda para
organismos aquaticos proposta por GIESY et al. (2000), a toxicidade da
formulagdo comercial do Roundup® WG para D. rerio é considerada
como leve (concentracdo entre 10 e 100 mg/L).

Estudos descrevem que a CLso (96 h) do herbicida Roundup® para
diferentes peixes varia entre 2 a 55 mg/L, dependendo da espécie, do
estagio de vida e das condicBes experimentais (HILDEBRAND et al.,
1982; JIRAUNGKOORSKUL; et al., 2002). Por exemplo, a CLso (96h)
obtida para Channa punctatus exposto ao Roundup® foi de 32,54 mg/L
(NWANI et al., 2010), enquanto que para Prochilodus lineatus a CLso
(96h) foi de 13,69 mg/L (LANGIANO e MARTINEZ, 2008) e para
Leporinus macrocephalus CLso; 96h foi de 15,8 mg/L (ALBINATI et al.,
2007). No presente estudo, a CLso (96 h) registrada para D. rerio esta
dentro da faixa de CLsp descrita para peixes. A toxicidade de produtos
guimicos em organismos aquaticos pode ser afetada pela temperatura, pH,
oxigénio dissolvido, tamanho e idade dos individuos, tipo de espécie e
gualidade da agua (NWANI et al., 2010). Neste contexto, as possiveis
explicacdes desta diferencas de CLso (96 h) do Roundup® podem ser
devido a: a) diferentes estirpes da mesma espécie; b) diferentes
formulagBes de glifosato de uma mesma marca Roundup® contendo
distintas concentragbes do principio ativo e c) diferentes condicGes
experimentais. Assim, considerando as diferencas observadas na CLso (96
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h), é importante determinar CLso do herbicida que se esta analisando na
espécie estudada, e também é importante ressaltar que a partir do CLsp
obtido no presente estudo, evidencia que as concentragGes testadas para
avaliar os efeitos do Roundup® WG nos ovarios de D. rerio foram
subletais.

Apo0s exposicdo das fémeas a concentracdes subletais do Roundup®
WG, ndo foram encontradas diferencas significativas no IGS dos animais
expostos quando comparados com o grupo controle. O IGS é um
pardmetro reprodutivo importante para estimar a condicdo reprodutiva,
considerando que os estudos em peixe tém indicado que a exposi¢do aos
EDC podem levar a alteracdo no tamanho dos ovérios (BRION et al.,
2004; YANG et al., 2006) e que os HBG podem agir como disruptores
enddcrinos. Assim, no presente estudo era esperada a diminuicao do IGS,
a qual ndo foi encontrada. De modo semelhante, em outros estudos néao
foram encontradas diferencas no IGS de D. rerio apds a exposicdo a
xenoestrogenos (nonylphenol e 17c-ethinylestradiol) (LIN e JANZ,
2006) e a bifenilos policlorados (PCB) (DAOUK et al., 2011). Neste
sentido, embora o IGS seja um parametro relevante para avaliagdo e
determinacdo das fases do ciclo reprodutivo, principalmente em peixes, e
uma ferramenta mensurdvel a exposicdo a contaminantes, a avaliacdo
toxicologica de um composto deve ser complementada através de analise
histopatoldgica das gbnadas (MENSAH et al., 2014).

Os foliculos ovarianos de D. rerio, expostos a diferentes
concentracdes de Roundup® WG e analisados por microscopia de luz,
ndo apresentaram alteracdes morfoldgicas. Adicionalmente foram feitas
analises morfométricas mais detalhadas em relagcdo ao nimero, diametro
e classificacdo dos ovocitos. Nessas analises, ndo foram encontradas
diferencas significativas no nimero total de ovocitos. Também, apds a
exposicdo do Roundup® WG, foi encontrado uma maior quantidade de
ovacitos Prel, com um menor diametro nas trés concentracdes testadas,
enquanto que os ovdcitos Prell e Vit estavam em menor quantidade e
apresentavam um didmetro menor nas concentracdes maiores do
Roundup® WG. Esses resultados sugerem que a exposic¢ao ao herbicida
atingiu principalmente as fases iniciais de maturacdo dos ovarios,
afetando os ovdcitos Prel e ndo permitindo o avango da maturacéo. Cabe
ressaltar que ndo ha dados anteriores ao presente estudo avaliando o
impacto de diferentes concentracfes de HBG sobre a morfologia e
morfometria dos ovarios de peixes adultos. No entanto, a exposicéao de D.
rerio a outros quimicos como o fldor produz um aumento no ndmero de
foliculos iniciais e uma diminuicdo do diametro dos foliculos (LI et al.,
2016), assim como foi observado no presente estudo.
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HBG nos ovarios de D. rerio pode estar agindo como um disruptor
enddcrino, ja que os resultados do presente estudo coincidem com os de
um estudo realizado em D. rerio expostos a EDC (nonilfenol e 17-c-
etinilestradiol) (WEBER et al., 2003), no qual foi demostrada uma
supressao ou maturacdo tardia dos ovarios, evidenciada por uma maior
quantidade de foliculos ovarianos iniciais. Também, semelhante a nossos
resultados, a exposicdo de D. rerio adultos a ECD como o 17-c-
etinilestradiol provocou uma diminuicdo no tamanho dos foliculos
ovarianos e um atraso na maturagdo folicular (VAN DEN BELT et al.,
2002), sugerindo que a maturagdo ovariana pode ser alvo dos EDC, e
mostrando um efeito em peixe-zebra, independentemente da fase de vida
na qual sdo expostos. Assim, no presente estudo, considerando os efeitos
similares do HBG sobre os foliculos ovarianos quando comparados a
outros EDC, se sugere um possivel efeito de disrupgdo enddcrina nos
ovérios de D. rerio. No entanto, outros estudos mais detalhados
precisariam ser realizados no futuro.

Considerando que nas analises morfoldgicas por microscopia de luz
ndo tenham sido evidenciadas alteragdes nos foliculos ovarianos apds a
exposicdo ao Roundup® WG, uma andlise mais detalhado foi realizado
por microscopia eletronica de transmissao. Assim, foi possivel visualizar
os foliculos ovarianos com as células foliculares, o envelope vitelinico e
0s ovdcitos. Diferentes estudos demonstram que a andlise ultraestrutural
dos tecidos apds tratamentos com compostos quimicos permite identificar
alteragdes nas mitocondrias (YANG et al., 2016), na membrana nuclear
(HASSAN et al., 2016), e no citoplasma (ZHANG et al., 2014), entre
outras. Neste contexto, nossos resultados mostraram alteragbes na
ultraestrutura dos ovérios de D. rerio expostos ao Roundup® WG, no qual
corroboram a hip6tese inicial de que o glifosato causa alteragcdes nas
células foliculares e nos ovécitos de peixes expostos. Uma das principais
alteracGes do Roundup® WG foi a presenca de zonas de vacuolizagdo nas
células foliculares, degradacdo do envelope vitelinico, além de um
aumento do espaco perivitelinico. Respostas similares foram observadas
em ovarios de D. rerio ap6s exposicdo ao EDC, 2,3,7,8-
Tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) (PATRIGNANI et al., 2014) e ao
bisfenol-A (MOLINA et al., 2013). Além disso, recentemente, resultados
semelhantes ao presente estudo foram publicados por Veloso da Silva
(2017), no qual foi observada uma diminui¢do no nimero e didmetro de
células foliculares, bem como uma diminuicao na espessura do envelope
vitelinico nos foliculos ovarianos de D. rerio apds a exposicao a 0,065
mg/L do Roundup® WG.
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As células foliculares sdo importantes por estarem envolvidas na
maturacdo dos ovdcitos, de forma que sdo responsaveis pela sinteses de
diferentes moléculas, além de receberem proteinas do meio extracelular,
serem precursoras de vitelo e terem a funcdo de transferi-lo para o
ovacito, e também serem responsaveis pela sintese do envelope vitelinico
(HAMLET et al., 1999). Desta forma, os comprometimentos observados
nas células foliculares poderiam estar afetando as fungbes de
endocitose/exocitose para o translado adequado de substéncias e,
consequentemente, atrasando ou impedindo a matura¢do dos ovdcitos.
Neste sentido, a presenca de zonas de vacuolizagdo nas células foliculares
poderia indicar um intenso transporte de substancias em resposta a
toxicidade do Roundup® WG.

Estudos sugerem que as mitocondrias e sua distribuicdo no citoplasma
podem servir como biomarcadores da viabilidade dos ovécitos (ZHANG
et al.,, 2008; MAY-PANLOUP et al., 2016). No presente estudo, nos
ovarios das fémeas expostas ao Roundup® foram observadas alteragdes
nas mitocondrias dos ovocitos bem como a reducdo de seu ndmero. As
principais alteracbes observadas nas mitocdndrias foram a perda da
integridade das cristas e uma maior eletrodensidade. Além disso, foi
observado um aumento de mitocondrias alteradas e da severidade da
alteragdo. A reducdo do nimero de cristas mitocondriais foi descrito por
SZAREK et al. (2000) em hepatécitos de carpa expostos ao Roundup®.
Também, a reducdo de mitocdndrias funcionais no esperma de Poecilia
vivipara foi relacionada com concentragdes crescentes do Roundup®
(HARAYASHIKI et al., 2013). Foi observado dano mitocondrial no
figado de camundongos, no estudo desenvolvido por PEIXOTO, (2005),
no qual foi demonstrada a capacidade do Roundup® em prejudicar a
permeabilidade das membranas mitocondriais e alterar a atividade
bioenergética. Neste sentido, esses estudos sugerem que as mitocondrias
podem ser um alvo do HBG e do Roundup®. Além disso, no presente
estudo estas alteragBes mitocondriais podem indicar uma disfuncéo
mitocondrial e consequente alteracdo na qualidade dos ovdcitos, ja que a
ovogénese é acompanhada por um aumento na viabilidade das
mitocondrias, principalmente nos Gltimos estadios da maturagao folicular
(SPIKINGS et al., 2007). Outras alteragdes mitocondriais, néo
observadas no presente estudo, foram descritas por ARMILIATO et al.
(2014), que descreveram a ocorréncia de estruturas myelin-like associadas
a membrana externas da mitocdndria em ovarios de D. rerio expostos a
concentracao de 0,065 mg/L de HBG.

A partir das alteracfes ultraestruturais observadas nas mitocondrias
dos ovocitos de fémeas expostas ao Roundup® WG, foram investigados
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0s niveis das proteinas relacionadas com os eventos de fissdo e fusdo
mitocondrial. A Drpl (proteina relacionada a dinamina-1) é uma proteina
citoplasmatica que é recrutada por receptores externos da mitocondria
para o processo de fissdo mitocondrial. Enquanto que, Mfnl (mitofusina-
1) e Mfn2 (mitofusina-2) sdo proteinas da membrana mitocondrial
externa envolvidas com a fusdo mitocondrial. No presente estudo, 0
contedo de Drpl diminuiu significativamente nas trés concentracoes
testadas do Roundup® WG e o contetdo das proteinas Mfnl e Mfn2
diminuiram significativamente apenas na maior concentragéo.

As mitocOndrias estdo envolvidas com a respiragdo celular, na
biogénese de esterdides (MILLER, 2007), bem como no controle da
homeostase de célcio intracelular (NICHOLLS e AKERMAN 1982),
desempenhando um papel importante na via de sinalizacdo apoptética
(GREEN e REED, 1998). Poucos estudos abordam a funcdo das
mitocéndrias em foliculos ovarianos, e se sugere que sua fungdo varia
durante as diferentes fases da maturacéo folicular do ovario, o qual pode
ser relacionado ao aumento de tamanho dos ovocitos. O comportamento
mitocondrial na fase inicial da maturacdo dos ovdcitos de D. rerio foi
descrito previamente por ZHANG et al. (2008), mas pouco se sabe sobre
a distribuicdo e funcdo mitocondrial em fases posteriores da maturagdo
folicular. A fissdo mitocondrial é essencial no crescimento e divisdo
celular para manter o nimero adequado de mitocondrias nas células
(ELGASS et al., 2013). Enquanto que o processo de fusdo mitocondrial é
necessario durante o desenvolvimento embrionério e para a sobrevivéncia
das células em fases posteriores (CHEN et al., 2010).

YOULE e BLIEK (2012) sugerem que a fusdo mitocondrial ajuda a
reduzir o estresse celular, misturando o conteldo de mitocondrias
parcialmente danificadas como forma de atenuar o dano. Por outro lado,
a fissdo mitocondrial é necessaria para criar novas mitocéndrias, mas
também contribui para o controle de qualidade, permitindo a remocao das
mitocdndrias danificadas, facilitando & autofagia durante o estresse
celular. Desta maneira, considera-se que eventos de fissdo e fusdo
mitocondrial no ovario podem estar comprometidos, em resposta ao
estresse causado pela exposi¢cdo ao Roundup® WG, observando-se a
diminuicdo de proteinas envolvidas nestes processos (Drpl, Mfnl e
Mfn2). Esses resultados verificam a hipdtese inicial que a maior
concentracdo de Roundup® WG altera o contelido da proteinas Drpl,
Mfnl e Mfn2. Assim, a alteracdo dos eventos de fusdo e fissdo
mitocondrial ap6s a exposi¢do ao herbicida, pode explicar o menor
ntmero de ovécitos Prell e Vit encontrado nos foliculos ovarianos, uma
vez que é necessario um equilibro entre fissdo/fuséo para a continuidade
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da maturacdo dos ovécitos. A diminuicdo de Drpl, Mfnl e Mfn2 apds
exposicdo ao Roundup® WG, pode explicar ou estar relacionada ao
menor ndmero de mitocdndrias encontradas, com o aumento da
concentragdo do Roundup® WG, bem como a presenca de mitocondrias
alteradas.

Além disso, considerando a potencialidade dos herbicidas a base de
glifosato atuarem como disruptores enddcrinos e que a vitelogénese €
considerada um biomarcador de contaminacdo estrogénica em ambientes
aquaticos (SUMPTER e JOBLING, 1995), foram avaliados os niveis da
proteinas vitelina nos ovarios de D. rerio expostos ao Roundup® WG.
Nossos resultados mostraram um aumento de vitelina nos grupos tratados
com Roundup® WG, verificando a hipdtese inicial que a maior
concentracdo de Roundup® WG se observa alteracdo do conteldo da
proteina vitelina. A vitelina é uma proteina do vitelo, que é acumulada
nos ovocitos com o avango da maduracéo folicular (ARCOS et al., 2009),
e que servira como fonte nutritiva de aminoacidos e lipideos para o futuro
embrido. Essa proteina tem sua origem a partir de uma proteina precursora
chamada vitelogenina (BYRNE et al., 1989). Assim, os niveis de vitelina
poderiam ser relacionados com os niveis de vitelogenina, um parametro
que é sugerido pela OECD para avaliar a toxicidade reprodutiva
utilizando D. rerio como modelo animal.

Varios estudos avaliam os niveis de vitelogenina/vitelina apos a
exposicdo a produtos quimicos e EDC. Por exemplo, a exposicdo de D.
rerio a efluentes industriais aumentou a producdo de vitelogenina e
reduziu a fecundidade (TETA e NAIK, 2017). Também em D. rerio, a
exposi¢do a 17c-etinilestradiol resultou num aumento dose-dependente
da producdo de vitelogenina (ORN et al., 2003). No estudo de ZENG e
WANG (2010) no &caro Tetranychus cinnabarinus expostos ao inseticida
imidaclopride, foi observado um incremento no contetido de vitelina, que
por sua vez, levou a um aumento na velocidade de eclosdo dos ovos e da
proporcao de ecloséo total. Cabe ressaltar que existe uma escassez de
estudos em peixes, avaliando a vitelina ap6s a exposi¢do a contaminantes
guimicos. Assim, o resultado obtido no presente estudo poderia indicar
gue o Roundup® WG em D. rerio atuou como disruptor endécrino,
diminuindo o processo de vitelogénese nos ovocitos e, em consequéncia,
levando a uma diminuicdo no didametro e no nimero de ovocitos maduros
(Vit) nos grupos tratados.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir da exposicao de fémeas de D. rerio ao
herbicida a base de glifosato, Roundup® WG, permitem concluir que:

v" Aconcentracéo letal média (CLso) em 96 horas para D. rerio apés
a exposicdo ao Roundup® WG foi de 42,61 mg/L, o qual esta dentro da
faixa de CLso descrita para peixes expostos ao Roundup®.

v' Apbs a exposicdo por 15 dias a 0,065; 0,65 e 6,5 mg/L de
glifosato contido no Roundup® WG:

% Nabiometria corporal e nos ovarios das fémeas expostas, nao
houve diferencas e em consequéncia ndo ocorreu alteracéo no IGS.

% Nao houve alteragdo no nimero médio de ovdcitos, entanto
que o didmetro dos ovocitos Prel e ovdcitos Prell diminuiu nos
ovarios das fémeas expostas, 0 que indica que o Roundup® WG
atinge principalmente nas fases iniciais da maturacdo dos ovarios.
Estes efeitos somados ao aumento do conteido da proteina vitelina
nos ovarios das fémeas expostas ao herbicida, considerando os
indices sugeridos pela OECD para avaliar a toxicidade reprodutiva
usando peixe-zebra, podem indicar que o Roundup® WG pode ter
atuado como disruptor endécrino.

% As alteracfes encontradas nas analises ultraestruturais dos
foliculos ovarianos, como zonas de vacuolizagdo nas células
foliculares e aumento do espaco perivitelinico, pode comprometer as
células foliculares e em consequéncia afetar a funcdo ovariana.

% Os compartimentos mitocondriais comprometidos nos
foliculos ovarianos, bem como a diminuicdo no contetdo de Drpl,
Mfnl e Mfn2 envolvidas em fissdo e fusdo mitocondrial, podem
indicar que as mitocndrias nos ovarios de D. rerio podem ser um
dos alvos do Roundup®.

% Os danos observados nos ovarios de D. rerio expostas a
concentracdo do glifosato (0,065 mg/L) contida no Roundup® WG
permitida pelo CONAMA, indicam que o limite maximo
permissivel de glifosato no Brasil precisa ser reavaliado.
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8 ANEXO A
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Certificamos gue o Projefo intitulado 'Toxicidade do herhicida glifosate: impactos sobre a organizagdo merfofuncional dos sistemas
cardio-respiratorio, nervoso e reprodutor, utilizando o peixe-zebra Danio rerio como modelo experimental”, protocolado sob o CEUA
ne 5466040416, sob a responsahilidade de Yara Maria Rauh Miller e equipe; Aline Guimardes Pereira; Carla Efiana Davico,
Luriane hezzi Evelice Maria Wazari - que envolve a producdo, manutengdo ejou utilizagao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins e pesguisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei
11.734 de & de outubro de 2008, com o Decreto 6.833 de 15 de julho de 2003, hem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de 06/05/2016.

We certify that the proposal "Toxicity of glyphosate: impacts on the morphe-functional organization of the cardic-respiratory,
nervous and reproductive systems, using the zebrafish Danio rerio as an experimental model.", utilizing 1176 Fishes {males and
females), protocol number CEUA 5466040416, under the responsibility of Yara Maria Rauh Miller and team; Aline Guimarges
Perefra; Carla Eliana Davico, Luciane hezzi; Evelise Maria Mazari - which involves the production, maintenance andfor use of
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resultados obtidos até o momente demonstram que o glifosate induz importantes alteracies morfolégicas nos owdrios. No entante,
os mecanismos especificos pelos quais as células respondem ao insulte do glifesate ainda s&o desconhecidos. Desta forma, o
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