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Introducao

Os herbicidas sdo quimicos fitotoxicos usados para destruir ou inibir o
crescimento de ervas daninhas, favorecendo o desenvolvimento das plantagbes de
cultura (Gupta, 2007; Manno, 2007). O glifosato [N-(fosfonometil) glicina] € um tipo
de herbicida que foi desenvolvido pela Monsanto Company em 1970 e tem se
tornado o mais utilizado no mundo desde sua introducdo em 1974, sendo né&o
seletivo e muito efetivo (Duke & Powles, 2008; Cerdeira & Duke, 2006).

E devido ao aumento da contaminacdo de ambientes aquaticos por metais
pesados e componentes organicos (hidrocarbonos e pesticidas) observa-se o maior
interesse nos efeitos de diferentes contaminantes nos organismos aquaticos
(Romero et al., 2010). Nesse sentido, diversos trabalhos tém analisado o potencial
toxicolégico de herbicidas que contém o glifosato como principio ativo em peixes
(Glusczak et al., 2007; Jiraungkoorskul et al., 2002; Modesto & Martinez, 2010).
Tendo em vista que esses animais sdo considerados bioindicadores do ambiente

aguatico pela sua capacidade de responder a poluentes (Padmini, 2008).

O modelo bioldgico utilizado serd o Poecilia reticulata (Peters, 1859), um
peixe pequeno bentopelagico, ndo migratorio, e que ocupa uma ampla gama de
habitats, como estuarios, lagos, logoas, pequenas valas e canais (Skelton, 1993). E
considerado como adequado para ser utilizado como organismo teste em estudos
ecotoxicolégicos com agrotoxicos (Manrique, 2009) e apresenta dimorfismo sexual,
que facilita a identificacdo do género e a realizagcdo de estudos comparativos entre

eles. Além disso, esta espécie é recomendada como organismo teste pela American



Public Health Association (APHA, 1991) e pela Organizacdo para Cooperacéo e
Desenvolvimento Econémico (OECD, 1992).

A utilizacdo de biomarcadores histopatoldgicos a fim de determinar os efeitos
de contaminacdo ambiental € considerada como uma metodologia de grande
relevancia, pois demonstra o verdadeiro estado de saude do animal (Costa et al.
2011). E tem ajudado a estabelecer a relacdo causa e efeito, entre a exposi¢cédo a
contaminantes e varias respostas biologicas (Boran et al., 2010).

As analises qualitativas das histopatologias sdo importantes para a deteccéo
de alteracbes teciduais, que possam ser bioindicadores do estado fisiolégico do
animal. Entretanto, analises semi quantitativas sdo necessarias quando se deseja
integrar dados biolégicos com pardmetros ambientais mensuraveis, a fim de

identificar a relacéo causa efeito (Costa et al., 2011).

Material e métodos

Fémeas de P. reticulata foram coletados na psicultura da Estacdo de
Tratamento de Efluentes da empresa de saneamento de agua de Goiania — Goias —
Brasil (Saneamento de Goias — SANEAGO), coordenadas: 16°37' 59" S e 49° 15’
44" W. A exposicdo foi realizada em cinco aquarios, sendo um controle com trés
litros de agua sem o herbicida, e os demais aquarios com trés litros de solucéo de
RDT na concentragdo de 3.5pL/L, contendo oito animais em cada. Os grupos
experimentais foram organizados da seguinte forma: TO (grupo controle), T4 (grupo
exposto/4 horas), T8 (grupo exposto/8 horas), T12 (grupo exposto/12 horas), T24

(grupo exposto/24 horas).

Os testes foram realizados em duplicata como recomenda o guia da OECD
(1992).

As amostras de figado foram dissecadas e fixadas em solugéo fixadora de
paraformaldeido tamponado a 10% por duas horas, lavados trés vezes a cada cinco
minutos em tampao fosfato de sodio e depois transferidos para etanol 70%, onde
permaneceu até o processamento histologico. Parte do material foi desidratado em
concentragcbes crescentes de etanol, incluso em parafina (Paraplast/McCormick),
seccionados a 3 um e corados por Hematoxilina e eosina (H&E), para evidenciar a

morfologia tecidual, e diagnosticar as alteracdes histopatolégicas. Para a



histoquimica dos carboidratos os cortes foram tratados por Acido Periddico de Schiff
(PAS) e Acido Periodico de Schiff mais a enzima amilase (PAS + amilase), para
deteccdo de glicoconjugados neutros e para controle negativo da presenca de
glicogénio, respectivamente. Sendo preparadas trés laminas histoldgicas coradas

por HE e duas para cada reacao histoquimica.

Resultados e discussao

A morfologia do figado dos animais do grupo controle demonstrou que nao ha
organizagdo dos hepatdcitos em I6bulos ou acinos, ou mesmo dos ductos, vasos e
artérias na triade portal como nos mamiferos. Os hepatdcitos apresentam
citoplasma homogéneo, formato poliédrico e em sua maioria com nucléolo evidente.
Observa-se em alguns animais 0 pancreas exocrino invadindo o parénquima

hepatico, sendo referido como pancreas intrahepatico.

As alteracbes hepaticas observadas foram tempo dependente, ou seja,
apresentaram-se mais acentuadas de acordo com o aumento do tempo de

exposicao dos animais (Fig. 1).

Para os grupos expostos por quatro horas, notou-se o aumento da presenca
de melanomacrofagos e de vacuolos lipidicos, além disso, houve processos de
hemorragia, dilatacdo dos vasos sanguineos, e somente nas fémeas, para este

tempo, foi possivel observas infiltracées de leucocitos.

O grupo exposto por oito horas apresentou pleomorfismo nuclear,
principalmente com nudcleos picndticos e lesdo granulomatosa. Os focos de
hemorragia e a dilatacdo dos vasos sanguineos tiveram aumento consideravel e
mantiveram-se estavel os focos de melanomacréfagos em relacdo ao grupo T4.

Além disso, houve a ampliacéo de infiltrado leucocitario e lipidose.

A necrose e a eosinofilia citoplasmatica foram observadas pela primeira vez
no grupo T12,destacando-se nesses grupos o aumento na dilatacdo dos vasos

sanguineos e de vacuolos lipidicos.

Em T24 somente os melanomacréfagos e os focos eosinofilicos ndo tiveram
aumento importante, sendo que as demais alteracbes tiveram consideravel

ampliacdo em sua frequéncia, com destaque para a lipidose e os focos necraoticos.



Pela analise de PAS pode-se notar a diminuicdo do glicogénio hepatico
devido a pouca marcagdo observada nos grupos tratados em relacédo aos controles,
tanto em machos quanto em fémeas, e pelo controle negativo realizado pelo
PAS+amilase confirmou-se que o a marcacao realizada por PAS se tratava de

glicogénio.

Fig. 1. - Perfil histopatolégico observado nos grupos experimentais. (A) TO controle: os hepatdcitos
com arranjo estrutural normal, e pequenos vacuolos (seta) AT, aumento: 400x; (B) T4: hepatdcitos
pouco vacuolizados (seta preta), com alguns focos hemorragicos (seta branca), H&E, aumento 400X;
(C) T8: hepatocitos moderadamente vacuolizados, com focos hemorragicos (seta preta) e
melanomacréfagos (seta branca), H&E, aumento 400X; (D) T24: nota-se lesbes granulomatosas (seta
branca), nucleos picnéticos (cabecga de seta) e necrose de hepatécitos (seta preta), AT, aumento:
400x. Barra: 40 pm.

Conclusodes

Este estudo ressalta a importancia do uso da investigacéo histopatoldgica, e
histoquimica aliada a quantificagdo dos dados, para avaliar o efeito de herbicidas em
peixes, considerando-o como método valido no diagnéstico da toxicidade de

xenobiodticos no organismo animal.



E por meio das analises histolégicas e histoquimicas realizadas observou-se
que a exposicao ao herbicida proporcionou alteracdes severas no tecido hepatico,
confirmando que este € 6rgao alvo do metabolismo do herbicida Roundup

Transorb®.

Desse modo os resultados demonstram também que o peixe Poecilia
reticulata € um bom modelo biologico para os estudos de toxicidade, tendo em vista
gue o comportamento histopatolégico diagnosticado é similar ao encontrado em

outras espécies aquaticas amplamente estudadas.
Instituicdo de fomento: CNPqg e CAPES
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