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RESUMO

O Roundup® é um herbicida sistémico ndo seletivo a base de glifosato. Descritos
pelos fabricantes como pesticidas de “baixa toxicidade e boa compatibilidade ambiental”, os
herbicidas a base de glifosato representam um balsamo quando se trata da vegetacdo
indesejada. Além disso, a criagdo de transgénicos resistentes a Roundup contribui ndo s6
para 0 aumento da producdo agricola, mas também pode resultar em mais residuos de
glifosato que podem ser bioacumulados ao longo da cadeia tréfica, podendo afetar animais
e, entre eles 0os humanos. Utilizou-se como bioindicador o peixe Corydoras paleatus, original
da Bacia do Rio Amazonas e amplamente distribuido no Sul do Brasil. Seu destaque deve-
se a sua caracteristica ruderal nativa, se distribuindo em regiées com forte interferéncia
humana, como areas de agricultura intensiva e relacionadas a piscicultura, apresentando
valor comercial como peixe ornamental. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito
genotoxico da exposicdo de exemplares de Corydoras paleatus ao Roundup®, utilizando-se
como biomarcadores as técnicas do Ensaio Cometa de eritrécitos e hepatécitos e o
Micronucleo Pisceo de eritrécitos (MNP). Os peixes foram expostos a 4gua contaminada em
concentracdo de Roundup 6,67.10°%/1 (0,00667ml/l) por periodos de 3, 6 e 9 dias, e um
grupo controle foi exposto somente a agua destilada. O MNP mostrou ndo haver diferenca
significante entre os controles e os grupos contaminados; a despeito disso, o0 ensaio cometa
de sangue revelou diferenga significante entre o grupo controle quando comparado aos
contaminados com cada um dos diferentes tempos de exposi¢do; e Ensaio Cometa com
células do figado também revelou diferenga entre o grupo controle e os trés tratamentos. O
potencial genotdxico do Roundup deveras tem apresentado resultados inconsistentes e
muitas vezes controversos, e, apesar de cada método de teste ter suas vantagens, nenhum
€ universal. Sugere-se afinal que sejam feitos estudos mais aprofundados sobre a biologia
de Corydoras paleatus, seu comportamento, sua taxa metabdlica e as respostas mais
especificas de cada tecido a contaminacdo. Seria valida também a avaliagdo de danos
didrios aos animais, e com no minimo trés concentracdes para avaliar a formacdo de

alguma tendéncia na comparacao de dias, danos e concentragfes.



1. INTRODUCAO

Apenas uma pequena parcela das muitas substancia quimicas artificiais produzidas
pelo homem e lancadas ao meio j& foram estudadas quanto aos seus efeitos nos seres
vivos (FERRARO, 2003). Em se tratando de defensivos agricolas, mais comumente
chamados pesticidas, mais de 2,5 milhGes de toneladas sdo aplicados na prética agricola a
cada ano ao redor do mundo (VAN DER WERF, 1996). Pesticidas tendem a ser compostos
muito reativos que podem formar ligacBes covalentes com varios centros neofilicos das
biomoléculas celulares, incluindo o DNA (CROSBY, 1982).

Muitos produtos quimicos manufaturados usados para matar pragas tornaram-se
importantes poluentes ambientais. Os pesticidas mais poluentes sdo aqueles usados para
controlar as pragas e ervas daninhas que danificam as lavouras, hortas e silviculturas ou
para matar pragas que transmitem doencas. Todos sao pulverizados ou liberados sobre as
areas onde as pragas vivem e somente uma por¢cao muito pequena atinge o alvo - a maior
parte cai sobre a plantacao (residente) ou sobre o solo nu. Tais pesticidas sdo, portanto
usados em quantidades muito maiores do que as necessérias. Os herbicidas em especial,
sdo usados em quantidades muito grandes e em escala global, inclusive por terem um
menor custo quando comparado aos inseticidas e fungicidas (TOWNSEND et al., 2006).

Os herbicidas sé&o no geral ativos contra pragas vegetais e, quando usados em
padrbes comerciais, parecem ter poucos efeitos significativos sobre os animais. A poluicdo
do ambiente por herbicidas ndo tem despertado a mesma ira que os inseticidas. Contudo os
conservacionistas se preocupam com a perda de muitas espécies de “ervas daninhas”, que
sédo hospedeiras troficas, lagartas de borboletas e outros insetos e cujas sementes servem
de alimento a muitas aves (TOWNSEND et al., 2006).

Um avanco recente da ciéncia tem sido a modificagdo genética das espécies, tais
como a soja, para produzir resisténcia ao herbicida ndo-seletivo glifosato; nessas variedades
€ introduzido o gene EPSP de alta expressdo, que modifica o perfil de utilizacdo desse
herbicida. O glifosato desta maneira pode ser usado — de acordo com a classificacdo pela
época de aplicacdo — tanto como herbicida pré-emergente (antes do desenvolvimento da
cultura) quanto pds-emergente (depois do desenvolvimento da cultura) (GRISOLIA, 2005).
Quando essas culturas especiais sdo semeadas, 0 agricultor pode usar o glifosato para
eliminar todas as espécies de ervas daninhas dentro da plantacdo, uma estratégia que é
particularmente preocupante para 0S conservacionistas, pois remove até as espécies menos
representativas que ndo comprometeriam a produtividade da lavoura (TOWNSEND et al.,
2006).



Assim, pesticidas, incluindo herbicidas, inseticidas e fungicidas sdo usados
amplamente para melhorar a producdo agricola e, como resultado, acumulam-se no
ambiente (VAN DER WERF, 1996). Com muitas dessas substancias chegando ao
ambiente, em especial no aquético, onde elas, via de regra, mais se concentram, € natural
pensar que algumas delas possam estar se fixando nos individuos que compdem as cadeias
alimentares (FERRARO, 2003). Devido a sua atividade biologica, o uso de pesticidas pode
causar efeitos danosos a saude humana. Por conseguinte, a indugdo de danos ao DNA
pode levar a reacdes reprodutivas adversas, a inducdo de cancer e muitas outras doencas
crbnicas (DIMITRQV et al., 2006).

1.1 Biomonitoramento de Poluicdo Ambiental, Bioensa io e Biomarcadores

Para melhor se entender sobre a acéo téxica de contaminantes, pode-se trabalhar
com experimentos laboratoriais, chamados bioensaios, ou através de estudos no campo, 0s
biomonitoramentos. Os experimentos laboratoriais sdo utilizados para a obtencdo de dados
e padronizacdo de metodologias e permitem prever e/lou avaliar efeitos de um dado
xenobionte, em determinada concentracdo ou dosagem, em determinada espécie. Apesar
de serem gerados dados complementares, deve-se atentar para o fato de que nem sempre
os dados gerados sob condi¢ces experimentais podem ser intimamente relacionados com o
ambiente natural.

Nos ultimos anos, tem aumentado o interesse sobre a genotoxicidade de aguas e
sedimentos. Aguas e sedimentos podem ter sua genotoxicidade testada em condices
laboratoriais usando sistemas bioldégicos como bactérias, leveduras e plantas. Interesses
também tém sido focados em testes de laboratério usando organismos aquéaticos como
moluscos, anfibios e peixes (MINISSI et al., 1996).

Os peixes sédo indicados para bioensaios e biomonitoramentos, assim como
mamiferos, pois podem sofrer bioacumulacdo, estdo aptos a responder a agentes
mutagénicos em baixas concentracfes e sdo capazes de ativar o sistema enzimético do
citocromo P450, um sistema de enzimas monoxigenases com 0 grupo heme e com
diferentes especificidades por substrato. Estas enzimas desempenham um papel
fundamental no metabolismo de substéncias xenobibticas e de compostos enddgenos
(GOKSOYR et al., 1991).

Estudos sobre a toxicidade de substancias e elementos quimicos se revestem de
grande importancia, pois permitem determinar as respostas de um dado organismo a
contaminacdo, permitindo avaliar o impacto e o efeito destes sobre células, tecidos e 6rgaos

bem como inferir sobre possiveis perturbacdes metabdlicas (PANDRANGI et al., 1995).



Muitos biomarcadores tém sido utilizados como ferramentas para a detec¢do de
exposicdo e para avaliacdo dos efeitos de poluicdo genotoxica. Esses biomarcadores
incluem testes como avaliacdo de aberracdes cromossdmicas, adutos e quebras no DNA e
medicdo da frequéncia de micronucleo e outras anomalias nucleares (BOMBAIL et al.,
2001).

O uso de bioensaios permite estudar os efeitos téxicos de determinados
contaminantes de forma isolada ou associados, minimizando a influéncia de diferentes
varidveis ambientais. Os resultados obtidos através de bioensaios ndo podem ser
extrapolados diretamente para o ambiente, mas podem cooperar no fornecimento de uma
base de dados que venham a ajudar a entender os fatores que estéo interferindo na saude

dos organismos e/ou alterando as condi¢des do proprio ambiente.

1.2 Caracterizagdo do Agrotoxico/ Defensivo Agricol — a Roundup

O Roundup® é um herbicida sistémico néo seletivo que traz como principal
ingrediente o glifosato (N-(fosfonometil) glicina, CsHgNOsP). O glifosato (glicina + fosfato) é
um aminofosfonato analogo ao aminoacido natural glicina, que ocupa o lugar desta na
sintese protéica. Descritos pelos fabricantes como pesticidas de “baixa toxicidade e boa
compatibilidade ambiental”’, os herbicidas a base de glifosato representam um balsamo
gquando se trata da vegetacao indesejada.

O uso do glifosato nas lavouras aumenta a uma taxa anual de 20% ao ano,
basicamente devido a recente introducdo de culturas geneticamente modificadas para
tolerar o herbicida (COX,1998). O advento de biotecnologia para desenvolvimento de
plantas resistentes a glifosato contribui para eficiéncia da producdo agricola, embora seja
publico o interesse sobre o0s riscos ecoldgicos, a seguranga e a saude pelo uso de produtos
dessas colheitas transgénicas (CONNERS & JACOBS, 1999).

A criacao de transgénicos resistentes a Roundup, além de contribuir para o0 aumento
da producdo agricola, também pode resultar em mais residuos de glifosato aos quais
animais, entre eles os humanos estardo expostos pela alimentacédo ou outras vias (BRAKE
& EVERSON, 2004).

1.3 Histdria do Glifosato e Propriedades Gerais de  Controle de Pragas

As propriedades herbicidas do glifosato foram descobertas pelos cientistas da
Monsanto Company em 1970 (WILLIAMS et al., 2000) e no ano seguinte foi patenteado pela
Companhia sob o nome comercial de Roundup (SMITH & OEHME, 1992).

O herbicida Roundup foi primeiramente introduzido em 1974 para o controle n&o

seletivo de ervas daninhas (FRANZ et al.,, 1997). Durante os Ultimos 25 anos de uso



comercial, produtores, pesquisadores da agricultura e aplicadores comerciais, trabalhando
em conjunto com a Monsanto Company, tém expandido os usos do Roundup. O uso de
glifosato na agricultura continua a se expandir particularmente em aplicagdes envolvendo
variedades de plantas geneticamente modificadas para tolerAncia ao tratamento com
glifosato (Roundup-Ready). Atualmente, uma variedade de formulagbes baseadas em
glifosato tal qual Roundup sé&o registradas em mais de 100 paises e estdo disponiveis sob
diferentes marcas, mas a Monsanto continua a ser a maior fornecedora comercial de
glifosato e suas formulag6es por todo o mundo (WILLIAMS et al., 2000).

O glifosato (figura 1) como um herbicida sistémico, ndo seletivo, € aplicado em poés-
emergéncia e inibe o crescimento de plantas daninhas e cultivadas. Uma vez na planta esse
herbicida interfere com a biossintese de trés aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e
triptofano) mediante inibicdo da atividade da enzima 5-enolpiruvilshiguimato-3-fosfato

sintase (EPSPS), enzima-chave na rota do shiquimato ou acido chiquimico.

a) Ii Ii b) 9 9 C!_I3
HD"C‘CHE'h.I'CHE'IF"DH HO‘E‘DH2‘H‘CH2‘PI‘DH- +NH3.{|:H
H OH H OH CH,

Figura 2. Em a) formula do glifosato N-(fosfonometil) glicina; b) sal de glifosato
isopropilamina (Cox, 1999).

A rota do acido chiguimico converte precursores de carboidratos derivados da
glicdlise e da rota da pentose fosfato em aminoacidos aromaticos. Um dos intermediarios
dessa rota € o &cido chiquimico que da nome a essa sequéncia de rea¢cbes. O glifosato
mata 0s vegetais por bloquear uma etapa desta rota metabdlica (figura 2). A rota do &acido
chiguimico estd presente em plantas, fungos e bactérias, mas ndo é compartilhada por
membros do reino animal, que ndo podem sintetizar aqueles trés aminoacidos aromaticos,
gque sdo, portanto nutrientes essenciais ha sua dieta (TAIZ & ZEIGER, 2004), isso faz o
bloqueio dessa rota um inibidor efetivo da biossintese de aminoacidos exclusivo para
plantas (WILLIAMS et al., 2000).
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Figura. 2. Mecanismo de acéo do glifosato em plantas. O glifosato inibe a sintese de
aminoacidos essenciais pela inibicdo competitiva da enzima
enolpiruvilshiguimato fosfato sintase (EPSPS); o chiquimato esta
destacado. WILLIAMS, 2000, com alteracoes.

O glifosato expressa sua acdo herbicida mais efetivamente através do contato
direto com a folhagem e subsequente translocacdo para todas as partes da planta. A
entrada via sistema radicular é insignificante em plantas terrestres. O glifosato €
predominantemente degradado no ambiente terrestre (figura 3) por microorganismos e

através de algum metabolismo limitado nas plantas (WILLIAMS et al., 2000; SMITH
&OEHME, 1992).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Teste do Micronucleo Pisceo

Existe grande quantidade de quimicos mutagénicos com alta probabilidade de induzir
efeitos carcinogénicos em varias espécies de peixes (MINISSI et al., 1996).

O teste do micronucleo tem sido usado para estimar o nivel de exposi¢cdo aos
contaminantes em muitas pesquisas, desde os anos 80, inicialmente com camundongos e
mais tarde adaptado a peixes. Esse teste mede o dano cromossbémico estrutural ou
numérico e tem sido usado para avaliar genotoxicidade, sendo um indicador recomendado
para estudos ambientais tanto em condicdes laboratoriais como no campo (BELPAEME et
al., 1998).

Existem varios ensaios de mutagenicidade e o teste do micronucleo tem sido
aplicado com sucesso por se tratar de um ensaio simples, seguro e sensivel, e por nao
depender da caracteristica cariotipica do animal em estudo (MINISSI et al., 1996), pois a
maioria dos peixes possui um numero relativamente grande de pequenos cromossomos 0
que dificulta a sua visualizacdo (HOOFTMAN & VINK, 1981). Quando eritrécitos de peixes
sdo usados também n&o ha consumo excessivo de tempo e ndo ha sofrimento dos animais.
Por estas razfes, o teste do microndcleo em eritrocitos de peixes tem se mostrado uma
técnica promissora em investigacdes de mutagénese com causas ambientais (AL-SABTI &
METCALFE, 1995).

A avaliacdo das alteragBes morfoldgicas nucleares e 0os micronucleos sdo ensaios
gue tém sido bastante utilizados para investigacdo de efeitos genotoxicos de poluentes
ambientais em peixes (AL-SABTI, 1986). Micronlicleos sao cromossomos inteiros ou
parciais que ndo foram incorporados dentro do nucleo da célula filha durante a divisdo
celular e que aparecem como uma pequena estrutura arredondada e escura, idéntico em
aparéncia ao nucleo celular. Do mesmo modo, podem ocorrer alteracBes nucleares,
formadas quando determinada quantidade de material fica levemente atrasada na mitose
fazendo com que o ndcleo resultante ndo seja oval, mas apresente uma saliéncia de
cromatina (BOMBAIL et al., 2001).

As alterac8es morfoldgicas nucleares tém sido interpretadas como lesdes nucleares
analogas aos micronucleos. Os resultados de AYLLON & GARCIA-VAZQUEZ (2000)
mostraram que essas anomalias sdo induzidas por compostos genotdxicos bem-conhecidos,

mesmo quando os microndcleos ndo foram induzidos.

2.2 Ensaio Cometa



Nos ultimos anos, tem crescido o interesse cientifico no ensaio cometa para
demonstrar danos no DNA induzidos por contaminantes (BELPAEME et al., 1998). O ensaio
investiga danos no DNA (simples, dupla-fita) em nivel celular individual, através da medic&o
da migracdo em gel do material genético de células, depois de uma corrida eletroforética
(SINGH et al., 1988). O nome cometa refere-se a formagdo de uma longa cauda com os
fragmentos de DNA, deixados ap0s a passagem da corrente elétrica (BOMBAIL et al.,
2001).

O consenso geral atual € que o ensaio € simples, rapido e sensivel. Contudo, uma
das maiores criticas referentes a esta técnica € que a ocorréncia de quebras no DNA nao
pode ser atribuida a uma exposicao especifica (BELPAEME et al., 1998).

Sado necessarios métodos sensiveis adequados para se avaliar o impacto cronico de
contaminantes nos organismos. O principio desta técnica se baseia no fato de que o DNA
da célula que néo tiver dano migrara de forma homogénea formando um circulo. Caso o
DNA pesquisado tenha dano, serdo formadas quebras no material genético e/ou
conseqglentes fragmentos de diversos tamanhos, de modo que na eletroforese, o0s
fragmentos menores migram mais rapidamente em relacdo aos fragmentos maiores.
Ocorrendo um dano intenso no material celular, muitos fragmentos de diversos tamanhos
serdo formados e migrardo em velocidades diferentes, originando a figura tipica de um
cometa (OLIVE et al., 1990).

Varias publicacdes recentes corroboram a eficicia do ensaio cometa em detectar
danos ao DNA de peixes, por diferentes mutagénicos, mas as respostas podem ser
variaveis, de acordo com as condi¢bes experimentais, com a espécie alvo, com o tipo de
célula, a classe de mutagénico e o tempo de exposicao a este (BELPAEME et al., 1998).

O ensaio cometa pode ser uma ferramenta interessante para monitoramentos na
demonstracdo de genotoxicidade de exposicdes e para investigar 0os impactos na
integridade do dano no DNA, reparo e recuperacdo em espécies de interesse ambiental.
Nesse sentido, trés principais vantagens foram identificadas: (i) qualquer tipo de tecido com
células nucleadas pode ser usado, (ii) sdo necessarias pequenas quantidades de amostras,
(i) o ensaio € rapido, sensivel e barato (BELPAEME et al., 1998).

O ensaio cometa € habitualmente realizado com eritrécitos, pois estes sao facilmente
obtidos por métodos ndo destrutivos e ndo necessitam do passo adicional de isolamento
celular, porém outros tecidos também tém sido testados, pois os efeitos de genotoxicidade
de contaminantes podem ser muitas vezes tecido-especificos. Pesquisas realizadas com o
mutagénico EMS (etiimetanosulfato) mostraram resultados significantes para diferentes
tecidos com o ensaio cometa, mostrando que sangue, figado, branquias e rim séo sensiveis

a essa substancia. Os diferentes tecidos mostraram um padrdo de resposta similar nos



experimentos realizados, porém foram realizadas as seguintes constatagfes: maior
sensibilidade em células de branquias, as respostas das células do figado foram sempre as
menores e ndo foi observada tendéncia clara em células do rim (BELPAEME et al., 1998).

Como o ensaio cometa analisa as células individualmente, existe certa limitacdo no
sentido de separa-las, para tanto devem ser utilizados os processos de fragmentagéo ou a
aplicacao de enzimas quando se trata de tecidos mais compactos do que o sanguineo. No
caso de células sanglineas estas podem ser diluidas em soro bovino fetal ou em solugéo
fisiologica.

Uma vez que substancias genotoxicas sdo freqlentemente tecido-especificas, a
vantagem do ensaio cometa torna-se evidente, por permitir avaliar os danos do
contaminante sobre um dado tecido (SASAKI et al., 1997b).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos da genotoxicidade aguda utilizando o herbicida Roundup® em

bioensaios semi-estaticos com a espécie Corydoras paleatus.

3.2 Objetivos Especificos

- Verificar as freqUéncias de microndcleos e de alteracdes morfoldégicas nucleares em
hemacias periféricas através do teste do microndcleo pisceo (MNP);

- Realizar o ensaio cometa em células sanguineas e em células do tecido hepdtico, e
comparar os resultados obtidos;

- Fazer comparacédo entre os diferentes tempos de exposi¢des;



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Organismo utilizado

Corydoras paleatus foi a espécie bioindicadora utilizada devido sua notavel
resisténcia a enfermidades e grande capacidade de adaptacdo a diferentes qualidades de
agua; além disso, € um peixe muito comum em rios ou lagos do sul e sudeste do Brasil e
norte da Argentina, regides com fortes interferéncias antropicas, onde agriculturas intensivas
e atividades de piscicultura sdo comuns.

Tratando-se de uma espécie de pequeno porte e de facil manutencédo em laboratério,
C. paleatus sdo comedores oportunistas com preferéncia por larvas de dipteras e
microcrustaceos ndo-planctdnicos, o que indica que essa espécie alimenta-se préximo ao
fundo. Consequentemente, peixes como C. paleatus podem absorver pesticidas nao
somente da agua, mas também do alimento. Corydoras paleatus (Jenyns, 1842) foi coletada
pela primeira vez por Charles Darwin em localidade ndo indicada.

Os animais foram obtidos de diferentes locais: no tanque do Laboratério de
Mutagénse localizado na Fazenda Experimental do Canguiri da Universidade Federal do
Parana (situada no municipio de Pinhais, a 20 km de Curitiba - PR), no Parque Ecoldgico
Costa, bairro Umbara em Curitiba, e em um Pet Shop. Todos rigorosamente passaram por

um tempo de aclimatagdo em laboratorio antes de serem submetidos aos testes.

Figura 4. llustragdo de Corydoras paleatus mostrando uma fémea e um macho. Fonte:
<gcmesite.yaroslavl.ru/aqua/aqual6.htm> acessado em 30/05/2007.



4.2 Métodos
4.2.1 Bioensaio

O bioensaio foi realizado em aquéarios contendo 18 litros, onde se diluiu o
contaminante. Foram testados diferentes tempos de exposicdo (3, 6 e 9 dias), na
concentracdo de Roundup em relacdo ao solvente de [6,67.10° I/l ou (0,00667ml/l)], em
bioensaios semi-estaticos (com renovagdo de 4gua a cada 48horas). Cada grupo teria 20
exemplares, inclusive o controle, que foi exposto somente a agua destilada. Seriam, entéo,

quatro grupos (controle, 3 dias, 6 dias e 9 dias) somando um total de 80 individuos.

4.2.2 Teste do Micronucleo Pisceo

A fim de se verificar a freqiéncia de micronldcleos em hemécias periféricas, foi
empregada a técnica descrita por HEDDLE (1973) e SCHMID (1975), com algumas
modificacBes. A técnica aplicada consistiu das etapas:
a) Laminas bem limpas foram identificadas.
b) O peixe foi anestesiado com benzocaina na concentracdo de 20%
c¢) O sangue de cada animal foi coletado por puncado cardiaca com seringa de insulina nova
e heparinizada, uma gota sendo pingada na superficie da lamina.
d) Com o auxilio de uma laminula, fez-se um esfregaco, espalhando o sangue sobre a
superficie da lamina.
e) As laminas, apds secagem ao ar, foram fixadas em etanol 96% por 30 minutos em
cubetas.
f) As laminas foram coradas com Giemsa 10% diluida em tampéo fosfato (pH 8,6) por 10
minutos.
g) A andlise das laminas fez-se varrendo aleatoriamente as mesmas até a contagem de
2000 células de cada animal. Na andlise, foram consideradas somente hemécias nucleadas
com membranas nuclear e citoplasmética intactas, sendo consideradas como micronucleos
as particulas que em relacdo ao nucleo principal: ndo excederem 1/3 do seu tamanho,
estivessem nitidamente separadas, com bordas distinguiveis e com mesma cor e
refringéncia do nucleo. As alteracdes na forma eliptica normal dos nlcleos das hemacias
gue ndo se enquadraram no conceito de micronucleo, mas que puderam ser descritas como
alteracbes morfolégicas nucleares segundo CARRASCO, TILBURY e MYERS (1990)
também foram analisadas.

O teste do micronucleo é frequentemente aplicado em conjunto com o teste do

Cometa sob condig@es alcalinas (pH>13) e assim foi feito.






4.2.3 Ensaio Cometa

A técnica utilizada foi a descrita por SPEIT e HARTMANN (1999), com alteracdes
conforme FERRARO, 2003. Antes da coleta do material para anélise, foram preparadas as
laminas com cobertura de agarose e a agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) segundo as
etapas descritas a seguir:

Preparacédo das laminas com cobertura de agarose

a) Foram dissolvidos 1,5 g de agarose normal em 100 ml de PBS em Erlenmeyer, com
agitacdo por duas horas. Essa mistura foi entdo levada ao forno de microondas até sua
fervura e completa dissolucéo.

b) Apés fervura, a agarose foi deixada em temperatura ambiente. ApGs a solidificacdo da
agarose, esta foi picada e levada novamente ao forno de microondas. Essa etapa foi
repetida mais uma vez. Ao final desse processo, a agarose foi mantida em banho-maria a
70°C.

¢) As laminas, previamente limpas, foram entdo mergulhadas na agarose aquecida, sendo
que, o lado da lamina contendo a porcao ndao esmerilhada, limpo com um lenco de papel.

d) As laminas foram deixadas overnight em superficie plana e a temperatura ambiente para

solidificar a cobertura de agarose.

Preparacdo da agarose de baixo ponto de fusdo (LMP)

a) Foram dissolvidos 100 mg de agarose normal em 20 ml de PBS.
b) Essa solucéo foi entdo levada para fervura em forno de microondas somente uma vez.
c¢) A agarose foi mantida em geladeira até o momento do uso, quando foi entdo aquecida em

banho-maria e mantida em 37°C.

Para Sangue (e estendida para Figado)
a) ApOs o peixe anestesiado, o sangue foi obtido por puncdo cardiaca, com seringa

heparinizada.

b) O sangue coletado (aproximadamente 1ml) foi colocado em tubo de microcentrifuga do
tipo ependorf, misturado com 1ml de PBS e mantido sob refrigera¢éo e ao abrigo da luz até
a montagem das laminas. O figado, por sua vez, foi retirado e colocado também num
ependorfe contendo 1ml de PBS. Apds, o figado foi desagregado com duas pingas e
fragmentado por sucgdo com uma seringa de vidro sem agulha. A partir daqui o figado e o
sangue receberam o mesmo tratamento.

c) Da solugéo no ependorf, foram coletados 10 pl e misturados com 120 pl de agarose LMP,

previamente preparada e levemente aquecida (37°C).



d) Esta suspenséo celular foi entdo depositada sobre uma lamina que j& coberta com
agarose.

e) Apos a deposigcdo da mistura agarose LMP e suspenséo celular sobre a lamina, esta foi
entdo coberta com uma laminula e levada a geladeira por 15 minutos.

f) Decorrido o tempo de refrigeracdo, as laminulas foram gentilmente retiradas.

g) As laminas foram entdo acondicionadas em cubetas contendo solugédo de lise, até a
eletroforese, no minimo 60 minutos.

h) Apos o tempo de lise, as laminas foram entéo transferidas para a cuba de eletroforese. A
eletroforese foi realizada sob refrigeracdo e na auséncia de luz, com uma solucdo de
eletroforese com pH maior que 13.

i) Antes do inicio da corrida eletroforética, as laminas permaneceram na solucdo de
eletroforese por 30 minutos para a desespiralizacdo do DNA.

j) Em seguida, a corrida de eletroforese foi iniciada a 25V e 300 mA por 25 minutos.

[) Apés o tempo de corrida, as laminas foram retiradas da cuba e neutralizadas com um
tampéo de neutralizacédo (pH 7,5) por 3 sec¢des de 5 minutos cada.

m) As laminas foram fixadas em etanol 96% por 5 minutos.

n) Para a coloracdo, foram adicionadas 20ul de brometo de etideo em cada lamina, que foi
entdo coberta com laminula e levada ao microscopio de epifluorescéncia com aumento de
400x.

0) as laminas foram randomicamente varridas, analisando-se 100 ndcleos em cada lamina;
estes foram classificados de acordo com o dano, conforme o comprimento da cauda
formada apds a corrida eletroforética. A classificacdo dos nuacleos (Fig. 5) foi realizada
conforme as classes: 0 (sem dano aparente), 1 (dano pequeno), 2 (dano médio), 3 (dano
méximo) e 4 (nucleo em apoptose). Foi realizada a quantificacdo dos tipos de danos e a
atribuicdo de escores em cada classe. Os escores foram obtidos através da multiplicagéo do

namero de cometas encontrados em cada classe pelo valor da classe.



Figura 5. Diferentes classes de dano observadas no ensaio cometa ao microscopio com lente
de imerséo; a= dano zero; b= dano 1; c= dano 2; d= dano 3; e= dano 4, possivelmente
em apoptose.

4.2.4 Analise Estatistica

Os calculos aqui realizados ndo se fundamentam nas premissas de que: a
distribuicdo de freqiéncias dos erros amostrais € normal; as variancias séo homogéneas; os
efeitos dos fatores de variagdo sao aditivos e os erros independentes. Por isso, nossa
amostra ndo é aceitavelmente simétrica, e ndo possui um Unico ponto maximo centrado no
intervalo de classe onde estd a medida da distribuicdo, e consequentemente o histograma
de frequiéncia ndo possui um contorno semelhante ao desenho em forma de sino da curva
normal. Diante disto, os dados obtidos foram analisados com testes nao parameétricos.

Os termos parameétrico e ndo-paramétrico referem-se a média e ao desvio-padréo,
que sdo os parametros que definem as populacdes que apresentam distribuicdo normal.
Toda essa argumentacao foi feita porque se nota muitas vezes artigos cientificos, além de
trabalhos e teses académicas, em que se usaram testes nao-parameétricos, mas 0s
resultados séo apresentados em termos de média + desvio-padrédo da distribui¢cdo, ou entédo
em termos de média * erro-padrdo da média, erro este que é também um valor calculado
em funcado do desvio-padrdo da amostra. Por isso, justifico desde ja a apresentacédo de dois
graficos para cada ensaio, o primeiro, repetido de muitos trabalhos cientificos, baseado na
média e desvio padrdo (0 que ndo é o ideal para testes ndo paramétricos), e o segundo

apropriado para os testes utilizados — baseado na mediana e primeiro e terceiro quartis.



A mediana é o niUmero no centro de um conjunto de numeros; isto €, metade dos
nameros possui valores que sdo maiores do que a mediana e a outra metade possui valores
menores.

Os dados obtidos para o Teste de Micronucleo Pisceo e Alteragbes Morfologicas
Nucleares, bem como para os Ensaios Cometa por ndo se distribuirem de acordo com a
curva normal foram analisados com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (usado para
mais de duas amostras independentes) através do programa BIOESTAT 2.0. O nivel de
significancia considerado nas andlises foi de 0,05. O programa Excell para Windows foi
utilizado para o céalculo das medianas e quartis, bem como a média e desvio padrdo. Para
confeccdo dos graficos box-plot, os dados foram plotados no programa estatistico
STATISTIC 6.0.



5. RESULTADOS

O glifosato foi testado como a mistura comercial complexa, de rétulo Roundup, por
ser esta ser a forma como € aplicado na agricultura e consequentemente introduzido no
ambiente.

Nas laminas onde foram realizados os esfregacos sanguineos analisaram-se 2000
células de cada individuo, observando-se a presenca ou auséncia das estruturas
classicamente descritas como micronlcleos bem como as alteracbes morfologicas
nucleares encontradas (figura 6). Os resultados obtidos dessa maneira foram entédo
analisados através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, que mostrou ndo haver
diferenca estatisticamente significante entre os controles e 0os grupos contaminados com 0s
tempos de 3, 6, e 9 dias ( p= 0,1662, p=0,1053 e p=0,4411, respectivamente). Nao obstante,
obteve-se significancia entre os tempo de 3 e 6 dias de contaminag¢do (p=0,0027), este
segundo apresentando maior taxa de danos; e entre 3 e 9 dias de contaminacéao (p=0,0299),
este Ultimo mostrou mais danos por sua vez. Os tempos de 6 e 9 dias ndo revelaram
diferenca estatistica significante (p=0,3848) (figuras 7 e figura 8).

Os resultados obtidos pelo Ensaio Cometa de sangue revelaram diferenca
significante entre o grupo controle em relacdo aos diferentes tempos de contaminacéo.
Comparando-se os dados do controle com 3 dias de contaminacédo, p=0; controle e 6 dias,
p=0,0037; e controle e 9 dias, p=0. O tempo de 3 dias mostrou maior dano que qualquer um
dos outros grupos. Houve significancia na comparagdo entre os grupos de 3 e 6 dias de
contaminagédo (p=0,0133), que néo foi observada entre 3 e 9 dias (p=0,6627) e 6 e 9 dias
(p=0,0635). A maior taxa de dano ocorreu em 3 e 9 dias, com decréscimo em 6 dias; sendo
gue, 3 e 9 dias apresentam taxas bem proximas, com o controle mostrando-se bem abaixo
(figuras 9 e 10).

Pelo Ensaio Cometa de Figado também revelou diferenca entre o grupo controle e
0s trés tratamentos, observando-se na comparacdo entre controle e 3 dias p = 0, entre
controle e 6 dias p=0, e para controle e 9 dias p =0,0005. Neste caso a diferenca entre 3 e 6
dias nao foi significante em suas taxas de dano (p=0,7752), mas ocorreu para a comparacao
entre 3 e 9 dias (p=0,0223 sendo 3 dias mais danificado) e para 6 com 9 dias (p=0,01
sendo 6 dias o de maior dano). Os graficos do ensaio cometa com figado denotam que 3 e 6
dias possuem taxas muito préximas, que decresce em 9 dias ( figuras 11 e 12).

Os resultados também estdo resumidos e apresentados na Tabela 1, mostrando
valores numéricos obtidos para cada biomarcador, em termos de Média + Desvio Padrdo

(SD), Mediana e primeiro quartil seguido do terceiro quartil.



Figura 6. Foto mostrando algumas das alteracdes morfolégicas nucleares encontradas nas
laminas de esfregaco sanguineo, obtidas ao microscopio de captura, usando a
objetiva de imersdo. As setas vermelhas indicam malformacgcBes nucleares,
enquanto as setas azuis indicam células com nucleos normais.
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Figura 7: Comparacéo das taxas de dano apresentada pelos diferentes tratamentos com base
na média, no teste do MNP. SE= Erro padrdo; SD= Desvio padrao; Mean=Média.
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Figura 8: Comparacéo das taxas de dano apresentada pelos diferentes tratamentos com
base na mediana, no teste de MNP.
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Figura 9: Comparacéo das taxas de dano apresentada pelos diferentes tratamentos com base
na média, pelo ensaio cometa de sangue. SE= Erro padrédo; SD= Desvio padrao;
Mean=Média.
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Figura 10: Comparacéo das taxas de dano apresentada pelos diferentes tratamentos com
base na mediana, pelo ensaio cometa de sangue.
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Figura 11: Comparacao das taxas de dano apresentada pelos diferentes tratamentos com base na
média, pelo ensaio cometa de figado. SE =Erro padrdo;SD = Desvio padrédo; Mean =Média.
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Figura 12: Comparacédo das taxas de dano apresentada pelos diferentes tratamentos com
base na mediana, pelo ensaio cometa de figado.



Tabela 1. Relacdo entre dano e tempo de exposicdo ao contaminantes, através dos dados
obtidos pelos trés biomarcadores utilizados, com seus respectivos valores para
média mais ou menos desvio padrdao, mediana e primeiro e terceiro quartis (25% e

75%).

BIOMARCADOR ESTIMATIVA  Controle 3 dias 6 dias 9d ias
Microndcleo/Alteracdes Média + SD 2,8+2,59 1,89 +1,88 4,75 + 5,56 3,62 £3,22
Morfolégicas Nucleares Mediana 2,00 2,00 4,00 2,00

Quartis 1-3 1,00 - 4,00 0,00 - 2,75 2,00 - 5,00 1,00 - 6,00
Média + SD 8,10 + 4,86 89,75 +45,18 47,85 + 29,79 87,20 + 56,62
Ensaio Cometa Sangue Mediana 7,50 85,50 41,50 86,00
Quartis 1-3 4,00-10,50 50,75-124,75 28,00-62,50  48,00-121,50
Média + SD 22,25+9,83 164,85+58,65 169,55+ 53,85 106,14+64,53
Ensaio Cometa Figado Mediana 18,00 172,50 170,00 106,00
Quartis 1-3 6,75-32,50 129,25-203,75 130,25-204,50 65,00 -143,00




6. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Nesse estudo foram aplicadas trés metodologias principais de avaliagdo de
genotoxicidade em exemplares de Corydoras paleatus e observou-se uma disparidade entre
os resultados. Se MNP e ensaio Cometa sdo efetivos biomarcadores de genotoxicidade
entdo deveriamos esperar que os resultados obtidos no presente trabalho estivessem
correlacionados. Isso ndo foi observado no presente trabalho bem como para Bombail et al.
(2001). E de conhecimento geral que cada teste tem suas caracteristicas distintas e
restricbes, ndo havendo assim um teste universal para avaliar 0 perigo dos agentes
genotoxicos (RUSSO, et al.,2004).

Para ensaio cometa, BELPAEME et al. (1998) observaram que quando se considera
a variacdo entre peixes controle esta € muitas vezes maior que a variacao entre 0s peixes
expostos, em oposicao a KIRSCH-VOLDERS et al. (2006) que encontrou que a variabilidade
entre doadores humanos pode somente ser observada depois do tratamento e ndo em
culturas controle. BELPAEME op cit concluiu que a variacdo dentro de uma lamina
(intraindividual) é muitas vezes maior que a variacdo interindividual (entre individuos). Os
desvios e o0s quartis notados no presente estudo, corroboram a diversidade de respostas
intraindividual e interindividual, mas no geral observou-se uma maior heterogeneidade nos
grupos contaminados.

O potencial genotéxico do Roundup tem sido estudado amplamente e resultados
inconsistentes e muitas vezes controversos, tém sido obtidos tanto para um mesmo método
como para métodos distintos. Usualmente também o glifosato ou sua formulagcdo comercial,
Roundup, tem sido testados; e mais raro, ambos s&o testados separadamente (DIMITROV
et al., 2006).

Existem duas visdes opostas sobre os efeitos do glifosato no meio (SIVIKOVA &
DIANOVSKY, 2005). Em oposicdo aos relatérios de fabricante sobre a ndo periculosidade e
nenhum efeito deprimente a salude humana (WILLIAMS et al., 2000), surgem
argumentacfes de que o glifosato/ Roundup oferece uma série de riscos a salde e ao
ambiente (COX, 1999).

Segundo os defensores do Roundup, a absorcao oral e dérmica de glifosato é baixa,
e ambos seus produtos sdo eliminados sem serem metabolizados (WILLIAMS et al., 2000);
nao deixaria atividade residual no solo, e € praticamente ndo téxico a mamiferos, aves e
peixes, ndo mostrando bioacumulacdo na cadeia alimentar (SMITH & OEHME, 1992).
Nenhuma toxicidade ocorreria em estudos agudos, crénicos e subcrbnicos, e ndo ha

evidencias convincentes do dano direto ao DNA in vivo ou in vitro. O Roundup, além disso,



ndo demonstraria nenhum potencial tumorigénico, carcinogénico ou teratogénico e/ou etc
(WILLIAMS et al.2000).

Por outro lado, argui¢cdes contra 0 Roundup defendem que os produtos a base de
glifosato sdo altamente toxicos para pessoas e animais. Entre 0s sintomas mais comuns
citam-se irritagcdo nos olhos e pele, dor de cabeca, nauseas, entorpecimento, elevacao da
presséo arterial e palpitagdes (COX, 1999).

Embora a comercializacdo de herbicidas a base de glifosato seja liberada,
estudos laboratoriais detectaram efeitos adversos em todas as categorias de testes
toxicologicos. Entre estes se incluem toxicidade a médio prazo (lesdes em glandulas
salivares), toxicidade a longo prazo (inflamag¢bes nas mucosas do estdbmago), danos
genéticos (em células sanguineas do corpo humano), efeitos reprodutivos (reducédo do
namero de espermatozoides em ratos; maior frequiéncia de espermatozdides anormais em
coelhos), e carcinogenicidade (maior freqiéncia de tumores no figado de ratos e cancer de
tiréide em ratas) (COX, 1999).

O glifosato foi classificado pelo U.S. Environmental Protection Agency como
“extremamente persistente”, sendo registrada uma persisténcia superior a cem dias nos
testes de campo em lowa e Nova lorque. O glifosato foi detectado nos rios depois de ter
sido aplicado em florestas e areas urbana e agricola (COX, 1999). A despeito disso,
WILLIAMS et al., (2000) afirma que o glifosato recentemente caiu para as substancias
naturais indcuas tal qual dioxido de carbono e acido fosfénico. No Brasil, 0 Roundup esta
enquadrado na classe IV, comercialmente vendido com rétulo verde, considerado como
composto quimico pouco toxico para 0 homem.

DIMITROV et al. (2006), comparou a genotoxicidade dos herbicidas Roundup
(glifosato), Stomp (pendimetaline) e Reglone (diquat) em plantas (Cepris capillaris L.) e
medula 6ssea de rato (administracdo oral dos contaminantes nestes) avaliando taxas de
aberracoes cromossbmicas e microndcleo. O Roundup n&o induziu aberracbes
cromossdmicas em nenhum dos sistemas teste (organismos) e revelou-se negativo para
inducdo de micronucleo em medula éssea de rato in vivo, sendo assim o menos prejudicial
desses herbicidas. Ja doses de glifosato intraperitoniais diarias, resultaram em reducdes de
peso, de hemoglobina sanguinea, na contagem de células sanguineas vermelhas e no
hematocrito (OLORUNSOGO et al.,, 1979). A toxicidade maior seria revelada pela
administracdo intraperitonial do glifosato. N&o obstante, o glifosato ndo afetou a
metemoglobina dos eritrécitos do sangue de ovelha (SMITH & OEHME, 1992).

Com relacdo a contaminacdo aquéatica, a preocupagao ocorre com 0s componentes
das formulacdes, especialmente os surfactantes. O Roundup pode ser até 30 vezes mais

toxico aos peixes que o produto técnico do glifosato, justamente por causa dos ditos



componentes “inertes” das formulagdes (GRISOLIA, 2005). O surfactante seria mais toxico
gue o glifosato puro; a combinacdo dos dois se tornaria ainda mais toxica (COX, 1999).

Praticamente todos os pesticidas contém outros ingredientes além do ingrediente
“ativo” que propicia a acdo exterminadora. Tais ingredientes sdo erroneamente chamados
“inertes”. Seu objetivo é facilitar o uso do produto ou torna-lo mais eficiente. Em geral os
“inertes” ndo sdo identificados no rétulo do pesticida. No caso dos produtos a base de
glifosato, vérios ingredientes “inertes” foram identificados (COX,1999)

GRISOLIA (2005) cita muitos resultados positivos para a mutagenicidade do
Roundup para vérios sistemas-teste, como em Salmonella typhimurium, pelo teste de
mutacdo reversa; em Drosophila melanogaster induziu mutacdes letais recessivas ligadas
ao sexo; aberracBes cromossémicas em Allium cepa e culturas de linfécitos humanos;
inducdo de microndcleo em células de medula éssea de camundongo; quebras de fita de
DNA de células de figado e rins de camundongos; lesées no DNA de Rana catesbeiana pela
exposicao ao roundup mostradas pelo teste Cometa; entre outros.

E na sequéncia, questionamentos sdo levantados com relacdo a esses resultados
positivos: as frequéncias de micronucleo ndo sdo aumentadas quando tratadas com sal de
glifosato-isopropilamina (uma das formula¢des do glifosato), que também n&o causa dano
cromossdmico em Allium cepa; além disso, as doses de roundup que induziram a formacgéo
de micronucleo foram bastante altas, perto do nivel toxico. O mesmo pode se dizer para o
Teste de Ames. Isso corrobora a informagdo que o Roundup é mais téxico que seu
ingrediente ativo isolado. Em Allium cepa somente as duas doses mais altas de Roundup
foram estatisticamente significativas (GRISOLIA, 2005).

LI & LONG (1988), funcionarios da Monsanto Company, fizeram praticamente os
mesmos testes de mutagdo génica e com varios organismos testes, e em todos os autores
relatam resultados negativo: ndo mutagénico. Do mesmo modo, WILLIAMS et al. (2000)
usando-se de informacdes de pesquisas conduzidas pela Monsanto Company e com o
apoio e completo acesso a base de dados de estudos e documentacdo desta, concluiu que
0 Roundup nao possui potencial tumorigénico, ndo causa dano direto ao DNA nem in vitro
nem in vivo, é ndo teratogénico, ndo carcinogénico, e nado afeta a reproducao.

Os resultados obtidos no presente trabalho com os dois ensaios usando eritrocitos
circulantes apresentaram controvérsias. O teste do Micronucleo associado com anomalia
nuclear ndo revelou diferenca apds o tratamento com Roundup, concordando mais com
trabalhos como o de DIMITROV et al. (2006). Mas o ensaio cometa mostrou uma clara
tendéncia de aumento dos danos apods a aplicacdo de Roundup na agua. Talvez essa
disparidade entre os ensaios se justifigue pelo ensaio cometa ser relativamente mais

sensivel que o teste do Micronucleo Pisceo, mostrando assim danos que nao se revelam



neste Ultimo. Alguns autores realmente aceitam que o ensaio cometa € mais sensivel que o
teste do micronicleo, apesar da concordancia geralmente demonstrada entre os dois
biomarcadores (HARTMANN et al., 2001; DIXON et al., 2002; KLOBUCAR et al., 2003). O
ensaio cometa também apresentaria maior correlagdo dose-resposta do que o teste do
micronucleo.

O glifosato também, em outras avalia¢gdes, ndo induziu mutacdo genética em uma
variedade de ensaios com bactérias in vitro, incluindo o ensaio de reversédo na ja citada
Salmonella typhimurium com e sem ativacdo metabdlica (MORIYA et al., 1983). Nenhum
efeito clastogénico do herbicida foi encontrado em culturas de linfécitos periféricos bovinos,
nao obstante seu efeito genotdxico foi confirmado no método de troca das cromatides irmas
depois de 24 horas de incubaco (SIVIKOVA & DIANOVSKY, 2005).

SMITH & OEHME (1992) encontraram que proteinas hepéticas de ratos ficaram
inalteradas depois da administracdo do glifosato, e nenhuma mudanca foi vista na proteina
soluvel ou fosfolipideos microssomais contidos no figado; o glifosato também teria diminuido
a atividade do citocromo P450 e das monoxigenases. Por sua vez, BOLOGNESI et al.
(1997) documentou atividades de dano ho DNA em figado e rim de camundongo, e também
aumento na freqiéncia de micronucleo na medula éssea in vivo tanto com Roundup quanto
com glifosato. O resultado aqui obtido para figado, usando-se do ensaio cometa concorda
com este segundo autor: revela uma disposi¢ao clara de maior dano ao DNA das células de
peixe apos a contaminacao experimental com Roundup.

Com relacdo ao ensaio Cometa praticamente todas as publicagdes prévias aceitam
gue este é realmente capaz de detectar danos no DNA causados por diferentes classes
mutagénicos em peixes. Mas a resposta pode, é claro, depender das condi¢cdes
experimentais, das espécies, do tipo de célula, do mutagénico e da duracdo da exposicéo
(BELPAEME et al.,1998).

Afinal de contas, dados de avalia¢cbes indicam que a formulacdo técnica do Roundup
€ no minimo ligeiramente genotoxica em ensaios de curta duracdo. Diferencas nas
respostas dos organismos-teste para glifosato e para Roundup em sua formulacéo
comercial podem ser devido a toxicidade das diferentes composicbes e surfactantes
contidos no produto comercial.

Diante da inconsisténcia dos dados observados e discrepancia observada entre os
diferentes testes ao qual foram submetidos os Corydoras paleatus, sugere-se que sejam
feitos estudos mais aprofundados sobre a biologia de tal peixe, seu comportamento, sua
taxa metabdlica e as respostas especificas de cada tecido a contaminacao, para comprovar
se este é realmente um bom organismo bioindicador, ou se devido a sua grande capacidade

de adaptacéo e resisténcia os efeitos sejam camuflados ou n&o se definem com clareza. E



valida também a sugestdo da comparacdo da aplicacdo destes mesmos testes com outros
peixes.

Sugerem-se também estudos comparativos da aplicacdo do contaminante
diretamente na &gua com a injecdo intraperitonial deste - que foi citada como a
administragdo de maior toxicidade em animais, apesar de ndo ocorrer no ambiente natural.
Seriam também interessantes estudos usando-se de técnicas modernas como a genética
molecular, que garantem uma maior precisdo e certeza nos resultados, além de estudos de
monitoramento diario de dano ao DNA.

O ideal seria se estes testes fossem feitos para um mesmo peixe, evitando-se assim
a heterogeneidade ou variacédo interindividual, com método de cultura in vitro ou até mesmo
in vivo, respeitando-se é claro um tempo de recuperacao do peixe e renovacao celular, mas
h4, é claro, a possibilidade dos danos serem realmente persistentes. Seria valida também a
avaliacdo de danos diarios aos animais, usando no minimo trés concentracoes para avaliar

a formacéo de alguma tendéncia na comparacao de dias, danos e concentracdes.



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AL-SABTI, K. Clastogenic effects of live carcinogenic-mutagenic chemicals on the cells of
the commom carp (Cyprinus carpio L.). Comparative Biochemistry and Physiology , v.
85C, p.5-9, 1986.

AL-SABTI, K.; METCALFE,C.D. Fish micronuclei for assessing genotoxicity in water.
Mutation Research , v.343, p. 121-135, 1995.

AYLLON, F.; GARCIA-VAZQUEZ, E. Introduction of micronuclei and other nuclear
abnormalities in European minnow Phoxinus phoxinus and mollie Poecilia latipinna: an
assessment of the fish micronucleus test. Mutation Research , v.476, p. 177-186, 2000.

BELPAEME, K.; COOREMAN, K. & KIRSCH-VOLDERS, M. Development and validation of
the in vivo alkaline comet assay for detecting genomic damage in marine flatfish. Mutation
Research 415(3), p.167-84, 1998.

BOLOGNESI, C.; BONATTI, S.; DEGAN, P.; CALLERANI, E.; PELUSO, M.; RABBONI, R;
ROGGERI, P.; ABBONDANDOLO, A. Genotoxic activity of glyphosate and its technical
formulation Roundup. Journal of Agricultural and Food Chemistry , v.45, p.1957-
1962,1997.

BOMBAIL, V.; AW, D.; GORDON, E.; BATTY, J. Application of the comet and micronucleus
assays to butterfish (Pholis gunnellus) erythrocytes from the Firth of Forth, Scotland.
Chemosphere , v.44, p.383-392, 2001.

BRAKE, D. G. & EVERSON, D. P. A generational study of glyphosate-tolerant soybeans on
mouse fetal, postnatal, pubertal and adult testicular development. Food and Chemical
Toxicology , v. 42, p. 29-36, 2004

CARRASCO, K.R.; TILBURY, K.L.; MYERS, M.S. Assessment of the piscine micronucleus
test as in situ biological indicator of chemical contaminant effects. Canadian Journal of
Fisheries and Aquatic Sciences ,v.47, p.2123-2136, 1990.

CONNERS A. J. & JACOBS J. M. E. Genetic engineering of crops as potential source of
genetic hazard in the human diet. Mutation Research , v.443, p. 223-234, 1999.

COX, C. Glyphosate Factsheet. Journal of Pesticide Reform, v.108, n°3, 1998.

CROSBY, D. G. Pesticides as environmental mutagens. Genetic Toxicology: An
Agricultural Perspective , p.201-218, 1982.

DIMITROV, D. B.; GADEVA, P. G.; BENOVA, D. K; BINEVA, M. V. Comparative genotoxicity
of the herbicides Roundup, Stomp and Reglone in plant and mammalian test systems.
Mutagenesis , v. 21(6), p.357-382, 2006.

DIXON, D. R.; PRUSKI, A. M.; DIXON, L. R.; JHA, A. N. Marine invertebrate eco-
genotoxicology: a methodological overview. Mutagenesis , v. 17, p. 495-507, 2002.



FERRARO, M.V.M. Avaliacdo do efeito mutagénico do tributilestanho ( TBT) e do
chumbo inorgénico (Pbll) em  Hoplias malabaricus (Pisces) através dos ensaios:
Cometa, Micronlcleo e de Aberracbes Cromossdmicas . Dissertagdo de Mestrado,
Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2003.

FRANZ, J. E.; MAO, M. K.; SIKORSKI, J. A. Glyphosate: a unique global herbicide.
Washington: American Chemical Society , (Monograph, 189). 1997

GOKSOYR, A.; ANDERSON, T.; BUHLER, D.R.; STEGEMAN, J.J.; WILLIANS, D.E,
FORLIN, L. Immunochemical cross-reactivity os B-naphthoflavone — inducible cytocrome
P450 in Liver Microsomes from Different Fish Species and Rat. Fish Physiology , San
Diego, v. 9, p. 1-13,1991.

HEDDLE, J. A. A rapid in vivo test for chromosome damage. Mutation Research , v.18,
p.187-192, 1973.

GRISOLIA, C. K. Agrotoxicos: mutacdes, cancer e reproducao. Editora Universidade de
Brasilia; Brasilia, 392p. 2005.

HARTMANN, A.; ELHAJOUJI, A.; KISKINIS, E.; POETTER, F.; MARTUS, H.J.; FJALLMAN,
A.; FRICAUFF, W.; SUTER, W. Use of the alkaline comet assay for industrial genotoxicity
screening: comparative investigation with the micronucleus test. Food Chem. Toxicol ., v.
39, p. 843-858, 2001.

HINTON D. E. & LAUREN D. J. Integrative histopatological approaches to detecting effects
of environmental stressors on fishes. In: ADAMS, S. M. (Ed) Biological indicators of stress in
fish. Bethesda: American Fisheries Society Symposium 8, 1990. p 51-66.

HOOFTMAN, R. & VINK, G. J. Cytogenetic effects on the eastern mudminnow Umbra
pigmea exposed to ethyl methanesulfonate benzo[a]pyrene and river water. Ecotoxicology
Environment Safety .v. 5, p. 216-269, 1981.

KIRSCH-VOLDERS M.; MATEUCA R.A.; ROELANTS M; TREMP A; ZEIGER E; BONASSI
S; HOLLAND N; CHANG W. P.; AKA P.V.; DEBOECK M.; GODDERIS L.; HAUFROID V.;
ISHIKAWA H.; LAFFON B.; MARCOS R.; MIGLIORE L.; NORPPA H.; TEIXEIRA J.P;
ZIIJNO A.; FENECH M. The effects of GSTM1 and GSTT1 polymorphisms on micronucleus
frequencies in human lymphocytes in vivo. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev
v.15(5),p.1038-42, 2006.

KLOBUCAR, G.I.V.; PAVLICA, M.; ERBEN, R.; PAPES, D. Application of the micronucleus
and comet assays to mussel Dreissena polymorpha haemocytes for genotoxicity monitoring
of freshwater environments. Aquat. Toxicol , v. 64, p. 15-23, 2003.

LEMOS, N.G.; DIAS, A.L.; SILVA-SOUZA, A.T., MANTOVANI, M.S. Evaluation of
environmental waters using the comet assay in Tilapia rendalli. Environmental and
Toxicology and Pharmacology , v. 19, p. 197-201, 2005.

LI, A, P & LONG, T. J. An Evaluation of the Genotoxic Potential of Glyphosate.
Toxicological Sciences , v.10, p. 537 — 5461,988

McCARTHY, J.F.; SHUGART, L.R. Biomarkers of environmental contamination . Lewis,
Boca Raton, USA, 1990.



MINISSI, S.; CICCOTTI, E.; RIZZONI, M. Micronucleus test in erythrocytes of Barbus
plebejus (Teleostei, Pisces) from two natural environments: a bioassay for the in situ
detection of mutagens in freshwater. Mutation Research . v.367, p.245-251, 1996.

MORIYA, M.; OHTA, T.; WATANABE, K.; MIYASAWA, T., KATO, K.; SHIRASU, Y. Further
mutagenicity studies on pesticides in bacterial reversion assay systems. Mutation
Research. v. 116, p.185-216, 1983.

OLIVE, P. L.; BANATH, J. P.; DURAND, R. E. Heterogeneity in radiation-induced DNA
damage and repair in tumor and normal cells measured using the “comet” assay. Radiation
Research , Oak Brook, v.122, p. 86- 94, 1990.

OLORUNSOGO, 0. O.; BABABUNMI E.A.; BASSIR, O. Effect of Glyphosate on Rat Liver
Mitochondria In Vivo. Bull. Environment Contam. Toxicol. v.22, p.357-364, 1979.

PANDRANGI, R.; PETRAS, M.; RALPH, S.; VRZOC, M. Alkaline single cell (comet): assay
and genotoxicity monitoring using bullhead and carp. Environmental and Molecular
Mutagenesis , v. 26, p.345-356, 1995.

ROSEMBERG, D. M. & RESH, V. H. Freshwater biomonitoring an benthic
macroinvertebrates, New York, London, Chapman & Hall, 488p,1993.

RUSSO, C.; ROCCO, L.; MORESCALCHI, M. A.; STINGO, V. Assessment of environments
stress by the micronucleus test and the Comet assay on the genome of teleost populations
from two natural environments. Ecotoxicology and Environmental Safety , v. 57, p.168-
174, 2004.

SASAKI, Y.F.; TSUDA, S.; IZUMIYAMA, F.; NISHIDATE, E. Detection of chemically induced
DNA lesions in multiple mouse organs (liver, lung, spleen, kidney, and bone marrow) using
the alkaline single cell gel electrophoresis (Comet) assay. Mutation Research , v. 388, p. 33
—44 ,1997b.

SCHMID, W. The micronucleus test. Mutation Research , v.31, p.9-15, 1975.

SINGH, N.P.; McCOY, M.T.; TICE, R.R.; SCHNEIDER, E.L. A simple technique for
quatification of low levels of DNA damage in individual cells. Experimental Cell Research
v.175, p.184-191, 1988.

SIVIKOVA, K. & DIANOVSKY, J. Cytogenetic effect of technical glyphosate on cultivated
bovine peripheral lymphocytes. International Journal of Hygiene and Environmental
Health, v. 209, p. 15-20, 2005.

SMITH, E. A. & OEHME D.M.V, F. W.; The Biological Activity to Plants and Animals: A
Literature Review. Vet. Human Toxicol. v. 34 (6), p 531-543, 1992.

SPEIT, G.; HARTMANN, A. The comet assay (Single-cell gel test), A sensitive genotoxicity
test for the detection of DNA damage and repair. In: Henderson, D.S. (Ed.), Methods in
Molecular Biology: DNA Repair Protocols — Eukaryoti ¢ Systems , Human Press, Totowa
v.113, p. 203-211, 1999.

TAIZ, L; ZEIGER, E. Fisiologia Vegetal ; Editora Artmed 32ed. Porto Alegre, 2004.



TOWNSEND, C. R.; BEGON, M.; HARPER, J.L. Fundamentos em Ecologia. 22 Ed.
Artmed. Porto Alegre. 2006.

VAN DER WERF, H. M. G. Acessing the impact of pesticides on the environment.
Agriculture, Ecossystems and Enviroment. v.60, p.81-96, 1996.

WILLIAMS, G. M.; KROES, R.; MUNRO, I. C.Safety evalution and risk assessment of the
herbicide roundup and its active ingredient, glyphosate, for humans. Regulatory
Toxicology and Farmacology , v.31, p. 117-165, 2000.



