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Resumo 

 

ZEBRAL, Yuri Dornelles. Ações do herbicida Roundup® sobre tolerância 
térmica, reprodução, resposta de estresse e desenvolvimento 
embrionário de peixes nativos do Rio Grande do Sul, Brasil. 2014. 83f. 
Relatório – Graduação em Ciências Biológicas. Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas. 

 

No Rio Grande do Sul, a prática de monoculturas sustenta grande parte do 
desenvolvimento econômico do estado, porém a utilização de agrotóxicos pode 
poluir suas reservas de água doce. Um dos agrotóxicos mais utilizados na 
região é o herbicida Roundup®. Já foram comprovadas alterações causadas 
por este herbicida na fisiologia de peixes, como: produção de hormônios 
esteroides, diminuição no ganho de massa, na atividade da acetilcolinesterase 
cerebral, dos níveis de glicogênio hepático e aumento de estresse oxidativo. 
Dentro deste contexto, tivemos por objetivo testar a ação aguda e em 
concentrações baixas do Roundup® sobre os seguintes processos: 1) 
Resistência térmica; 2) Reprodução; 3) Resposta fisiológica de estresse; 4) 
Padrões de diapausa em Rivulidae; 5) Desenvolvimento embrionário. Utilizando 
peixes nativos do Rio Grande do Sul como modelos experimentais. Também foi 
objetivo deste trabalho a descrição da CL5096h do Roundup® para Phalloceros 
caudimaculatus. Para testar o objetivo 1, embriões de Austrolebias nigrofasciatus 
foram expostos ao Roundup® (1mg/L por 96h) e posteriormente foram feitos 
testes de temperatura crítica máxima. Para o objetivo 2, foi quantificado o 
numero e diâmetro de ovos produzidos por casais de A. nigrofasciatus 
posteriormente ao Roundup® (1mg/L por 96h). Para o objetivo 3, foi  testada a 
resposta de estresse, a partir do perfil de leucócitos, de juvenis de Rhamdia 

quelen expostos ao Roundup® (0,73mg/L por 96h). Para o objetivo 4, embriões 
de A. nigrofasciatus foram expostos ao Roundup® (1 e 10mg/L por 96h) e foram 
avaliados: número de somitos e proporção de embriões pigmentados, 
quantificados 15 dias posteriores à exposição e 30, 35, 40 e 47 posteriores a 
exposição, respectivamente. Para o objetivo 5, embriões de Odontesthes humensis 
foram expostos ao Roundup® (1, 5, 10 e 15mg/L por 96h) sendo avaliados: 
estágio de desenvolvimento (após 48h de exposição), diâmetro do olho e 
espaço entre olhos (72h de exposição) e proporção de embriões pigmentados 
(96h de exposição). Para a realização da CL5096h foram usados 72 individuos 
distribuídos em 6 grupos (controle; 1; 2; 4; 6 e 8mg/L). A mortalidade foi 
acompanhada diariamente. A CL5096h obtida foi de 5,33 mg/L. Os resultados 
demonstram que exposições a este herbicida geram: prejuízos na tolerância 
térmica, diminuição na produção de ovos, respostas de estresse 
potencializadas e alterações de desenvolvimento embrionário. Processos 
essenciais para a manutenção saudável das populações de peixes. 
 

Palavras-chave: Esteroidogenese. Estresse oxidativo. Ecotoxicologia. CTMax. 

Glifosato.  
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Abstract 

ZEBRAL, Yuri Dornelles. Effects of exposure to the herbicide Roundup® on 
thermal tolerance, reproduction, stress response and embryonic 
development of fishes native to Rio Grande do Sul, Brazil. 2014. 83f.  
Relatório – Graduação em Ciências Biológicas. Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas. 
 

In the Rio Grande do Sul state, the practice of monoculture represents much of 
the state's economic development, but the use of pesticides can pollute its 
freshwater reserves. One of the most widely used pesticides in the region is the 
herbicide Roundup®. This compound have already been proven to cause 
deleterious effects to fish physiology, such as production of steroid hormones , 
decrease in mass gain, decrease in brain acetylcholinesterase activity, 
decrease in the liver glycogen levels and increased oxidative stress. Within this 
context, the objective was to test the acute action in low concentrations of 
Roundup® on the following processes: 1) Thermal tolerance, 2) reproduction, 3) 
physiological stress response; 4) Patterns of diapause in Rivulidae; 5) 
Embryonic development, using native fishes of Rio Grande do Sul as 
experimental models. Another objective for this work was to describe the 
LC5096h of Roundup® for Phalloceros caudimaculatus. To meet the first 
objective, Austrolebias nigrofasciatus embryos were exposed to Roundup® 
(1mg/L for 96h) and later tested for it’s critical temperature maximum. To meet 
the second objective, the number and diameter of eggs produced by couples of 
A. nigrofasciatus after exposure to Roundup® (1mg/L, 96h) was observated. 
For the third objective, we tested the stress response using the profile of 
leukocytes of juvenile quelen exposed to Roundup ® (1mg/L for 96h). To order 
objective 4, embryos of A. nigrofasciatus were exposed to Roundup® (1 and 
10mg/L for 96 hours) and were assessed: number of somites and proportion of 
embryo pigmented 15 days after exposure and 30, 35, 40 and 47 after the 
exposure, respectively. To order objective 5, Odontesthes humensis embryos 
were exposed to Roundup® (1, 5, 10 and 15mg/L for 96h) and the following 
characters were observed: stage of development (after 48 hours of exposure), 
eye diameter and space between eyes (72h exposure) and proportion of 
pigmented embryos (96h exposure). For the description of the LC5096h, 72 
individuals were distributed in six experimental groups (control; 1; 2; 4; 6 e 
8mg/L). Mortalities were daily evaluated. The LC5096h found was 5,33 mg/L. The 
results demonstrate that exposure to this herbicide promoted: loss in thermal 
tolerance, decreased egg production, potentiated stress responses and 
changes in embryonic development. Essential Processes for the healthy 
maintenance of fish populations. 

 

Keywords: Ecotoxicology. CTMax. Glyphosate. Oxidative stress. Steroidogenesis. 
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1 Introdução 

 No Rio Grande do Sul, as práticas de monoculturas, como o arroz, 

promovem a descaracterização e degradação do ambiente aquático. Parte 

desses impactos está relacionada com a utilização de agrotóxicos que podem 

poluir corpos d’água adjacentes às plantações. Dentre estes compostos, o 

herbicida Roundup® (RD) é um dos mais populares (SALBEGO et al., 2010). 

Este composto possui ação não seletiva e contém glifosato (N-fosfonometil 

glicina) como princípio ativo (JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002). Este 

composto atua inibindo o crescimento de plantas por interferência na produção 

de aminoácidos aromáticos essenciais, inibindo a via do shikimato (enzima 

enolpiruvilshikimato fosfato sintase). Dessa forma, o glifosato inibe a formação 

de proteínas promotoras de crescimento e metabólitos de defesa dos vegetais 

(HELANDER; SALONIEMI; SAIKKONEN, 2012). Portanto, o RD é utilizado 

para o controle de plantas daninhas e macrófitas que crescem nas áreas de 

cultivo (WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000).  

A ação do glifosato sobre a fisiologia de vertebrados está relacionada à 

desregulação das vias de esteroidogênese, atuando de duas formas, 

primeiramente inibindo a transcrição da proteína de esteroidogênese rápida 

(proteína stAR), responsável pelo transporte de moléculas de colesterol de fora 

para dentro da membrana mitocondrial (WALSH et al., 2000) e, 

secundariamente, inibindo por competição a ação da enzima aromatase, 

responsável pela transformação de testosterona em hormônios estrógenos 

(RICHARD et al., 2005). Sendo assim, o glifosato pode alterar diversos 

processos fisiológicos que são modulados por tais hormônios, como a resposta 

fisiológica de estresse, osmorregulação e reprodução (SOSO et al., 2007;  

CERICATO et al., 2008; SALBEGO et al., 2010). O glifosato possui também 

ações sobre a produção de ácido retinóico, importante sinalizador celular 

durante o desenvolvimento embrionário, dessa forma, efeitos teratogênicos já 

foram descritos para o composto (PAGANELI et al., 2007). 
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Além de alterações nas vias esteroidogênicas, o RD pode causar também 

aumento no estresse oxidativo, pela ação de diversos surfactantes presentes 

em sua formulação. Estes compostos inibem a ação de enzimas antioxidantes. 

Dessa forma, promovem danos causados por espécies reativas de oxigênio em 

estruturas celulares como membrana plasmática, proteínas estruturais e 

material genético (CAVALCANTE; MARTINEZ; SOFIA, 2008), assim como 

dano tecidual (GLUSCZAK et al., 2007). O processo de estresse oxidativo 

também pode estar relacionado a prejuízos sobre a tolerância térmica dos 

animais (STEVENS et al., 2010). 

Em suma, o RD possui dois mecanismos de ação sobre a fisiologia de 

vertebrados: desregulação endócrina causada pelo seu principio ativo 

(glifosato), e estresse oxidativo causado pelos surfactantes usados nas 

formulações comerciais deste composto. 

Dentro do contexto apresentado, tivemos por objetivo testar os efeitos da 

exposição aguda sob baixas concentrações de RD sobre os seguintes 

processos: Tolerância térmica; Reprodução; Resposta fisiológica de estresse e 

desenvolvimento embrionário. Utilizando peixes nativos do Rio Grande do Sul 

como modelos experimentais. 
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2 Revisão da literatura 

 

2.1 Animais modelo de estudo 

 

2.1.1 O peixe anual Austrolebias nigrofasciatus  

A família Rivulidae se encontra dentro da ordem Cyprinodontiformes, 

são peixes de água doce que se distribuem por toda a costa leste da America 

latina. São animais muito apreciados no aquarismo, onde são conhecidos como 

peixes anuais. São apelidados dessa forma porque habitam áreas alagáveis 

temporárias que secam durante o ano, fazendo com que estes peixes tenham 

desenvolvido adaptações que lhes permite viver nesse ambiente extremo 

(PODRABSKY; SOMERO, 2004). Essas adaptações instigam a curiosidade de 

pesquisadores desde a década 70, principalmente no que tange a aspectos 

embriológicos (WOURMS, 1972a, 1972b, 1972c; MARKOFSKY; MATIAS, 

1977; MATIAS; MARKOFSKY, 1978; INGLIMA; PERLMUTTER; MARKOFSKY, 

1981; LEVELS et al., 1986; LEVELS et al., 1988), comportamentais (EWING, 

1975) e de fisiologia termal (PODRABSKY; SOMERO, 2004).  

A maioria das espécies que compõe a família está ameaçada de 

extinção (MARQUES et al., 2002), frente a isso, o governo do Brasil 

implementou o Plano de Ação Nacional para a Conservação dos Rivulídeos 

Ameaçados de Extinção. De acordo com as diretrizes deste plano nacional, A. 

nigrofasciatus é uma espécie modelo para pesquisas sobre conservações e 

manejo do grupo (ICMBio, 2012). Peixes anuais possuem também algumas 

características que os torna bons modelos experimentais, como maturação 

sexual precoce, reprodução contínua e grande capacidade reprodutiva 

(GARCIA, et al., 2008; GONÇALVES et al., 2011). 

 

2.1.1.1 Diapausas 

As diapausas em Rivulidae se dividem em três estágios, diapausa I, II e 

III e são de vital importância para a manutenção das populações desses 
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peixes, visto que apenas os embriões em dormência sobrevivem aos períodos 

secos do ano, quando todos os indivíduos adultos morrem (PODRABSKY; 

SOMERO, 2004). A primeira diapausa ocorre ainda no período de gastrulação, 

logo após o processo de epibolia, sendo em algumas espécies ausente ou não 

obrigatória. Esse primeiro estado de dormência está associado a um processo 

único entre os peixes anuais, a dispersão e consequente re-agregação de 

blastômeros antes da formação do eixo embrionário definitivo (WOURMS, 

1972b). Pesquisas mais recentes apontam que esses blastômeros, caso sejam 

células-tronco pluri ou toti-potententes, podem representar a possibilidade de 

estudar o ciclo e metabolismo celular em populações de células homogêneas 

adaptadas a suportar longos períodos de anóxia (MELLER et al., 2012), 

possuindo assim, grande potencial como modelo experimental. O segundo 

processo de dormência, a diapausa II, ocorre no início da organogênese, logo 

ao final da neurulação e somitogênese. Um embrião em diapausa II já possui 

sistema circulatório em formação com coração funcional e partes dos sistemas 

digestório e sensorial já formados, além das fundações do sistema nervoso 

central. Esse é o período hipometabólico mais resistente desses animais, 

portanto, provavelmente é nele em que os embriões permanecem na maioria 

do tempo em que seu ambiente se encontra seco (PODRABSKY; 

CULPEPPER, 2012). A diapausa III é o último estágio de dormência pelo qual 

esses peixes passam, sendo obrigatória em todos os Rivulidae estudados, 

acontece antes da eclosão, quando o embrião se encontra completamente 

formado e com boa parte de suas reservas energéticas já consumidas (HAND; 

PODRABSKY, 2000).  

A maioria dos estudos acerca do controle da dormência embrionária de 

Rivulidae consideram a diapausa II. Aparentemente, hormônios esteróides -

testosterona e estradiol - possuem grande influência nesse processo (PRI-TAL 

et al., 2011), assim como grande produção de proteínas quinase B, as quais 

aumentam as taxas de sobrevivência celular frente à inibição do processo de 

apoptose, estado no qual as células entram quando expostas a estresse 

ambiental severo  (MELLER et al., 2012). A regulação da diapausa I sofre forte 

influência materna, visto que este estado de dormência só é alcançado na 

presença de fêmeas adultas (WOURMS, 1972b). Provavelmente algum 

composto produzido nas gônadas e secretado na urina estimule os embriões a 
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entrar nesse estado, visto que ovos expostos a homogenados de ovários 

iniciam a diapausa I (INGLIMA; PERLMUTTER; MARKOFSKY, 1981). 

 

2.1.2 Jundiá Rhamdia quelen 

O jundiá R. quelen (Siluriformes: Heptapteridae) é uma espécie nativa do 

Rio Grande do Sul (RS) e possui grande relevância para a aquicultura no 

estado. Esta espécie representa também um importante modelo para estudos 

toxicológicos (SOSO et al., 2007) e sobre estresse (CERICATO et al., 2008) 

visto que possui algumas características que a tornam um bom modelo animal, 

e.g., ampla distribuição geográfica, ser bastante rústica e tolerante ao manejo 

de cativeiro, reproduzir-se com facilidade em laboratório e aceitar ração 

industrializada desde os primeiros dias de vida (BALDISSEROTTO et al., 

2013). 

 

2.1.3 Peixe-rei Odontesthes humensis 

Odontesthes humensis é um peixe sul americano de água doce pertencente 

à ordem Atheriniformes, família Atherinopsidae, popularmente conhecido como 

Peixe-rei. São animais introduzidos em países da América Latina (Bolívia e 

Chile) e Ásia como promissores candidatos à aquicultura continental (TSUZUKI 

et al., 2000). No Japão, essa espécie possui grande importância comercial 

onde sua carne é muito apreciada na culinária local. A espécie se distribui 

naturalmente no Estado do RS, desde o norte, na Lagoa Itapeva, até a região 

das grandes lagoas na Fronteira Sul, compostas pela Lagoa dos Patos, Mirim e 

Mangueira (GROSMAN, 2002).  

 

2.1.4 Barrigudinho Phalloceros caudimaculatus 

Phalloceros caudimaculatus (Cyprinodontiformes: Poeciliidae) possui ampla 

distribuição, ocorrendo desde o sul do Brasil até a Bahia. apresenta demarcado 

dimorfismo sexual, sendo as fêmeas maiores que os machos. Essa espécie é 

conhecida também por sua viviparidade e fecundação interna, possibilitada por 

uma estrutura especializada para a inoculação de esperma (gonopódio), 

presente nos machos (ARAÚJO et al., 2009).  

 

http://www.fishbase.org/summary/OrdersSummary.php?order=Siluriformes
http://www.fishbase.org/summary/FamilySummary.php?ID=596
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2.2 Processos fisiológicos abordados 

 

2.2.1 Fisiologia termal 

Frente às preocupações acerca de mudanças climáticas globais, os 

estudos sobre fisiologia termal ganharam grande relevância principalmente no 

que tange a limites térmicos, visando o esclarecimento dos efeitos do clima, 

tanto agudos como crônicos, na performance de diversos animais. Pensando 

que o clima afeta os organismos individualmente, supõe-se que poderão 

ocorrer impactos em diferentes populações ao redor do globo. A forma como os 

organismos irão responder a tais efeitos depende de fatores como sua 

“labilidade evolutiva” (“evolutionary lability”) e a plasticidade de seus limites 

térmicos (ALLEN; CLUSELLA-TRULLAS; CHOWN, 2012). A ideia de que 

esses processos ocorrem dentro de limites restritos tem aumentado as 

especulações sobre a capacidade que algumas espécies possuem para lidar 

com mudanças climáticas globais. Caso essa capacidade seja sobreposta 

pelos impactos climáticos, poderão ocorrer processos de extinção 

(HOFFMANN et al., 2012). Outro fator que têm preocupado os cientistas que 

trabalham com fisiologia termal se relaciona aos efeitos sinérgicos entre o 

estresse térmico imposto pelo aquecimento global e outras alterações 

ambientais como o padrão de chuvas, de secas, de queimadas e processos 

antrópicos diversos como liberação de substâncias tóxicas no meio ambiente e 

descaracterização de biomas (LEWIS, 2006; BROOK; SODHI; BRADSHAW, 

2008; HOFFMANN et al., 2012). Dentro do contexto apresentado, cientistas 

procuram entender a fisiologia termal em diferentes espécies, a partir de 

processos como “acclimation”, “heat shock response” e “hardening” 

(terminologia discutida em BOWLER, 2005; LOESCHCKE; SØRENSEN, 2005).  

 A CTmax é caracterizada como a temperatura limite a qual um animal 

pode ser exposto antes de sofrer danos permanentes (BILYK; EVANS; 

DEVRIES, 2012; VORHEES; BRADLEY, 2012). Sua medição normalmente 

depende de “endpoints” comportamentais, como ausência de resposta a 

estímulos externos, espasmos musculares ou desmaios (VORHEES; 

BRADLEY, 2012).  
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2.2.2 Resposta de estresse 

Estresse pode ser definido como uma condição na qual a homeostasia 

dos organismos é alterada em resposta a estímulos intrínsecos e/ou 

extrínsecos reconhecidos como deletérios, são os chamados agentes 

estressores, e.g.., presença de predadores, interações sociais, flutuações 

ambientais e exposição a agentes tóxicos. Os agentes estressores 

desencadeiam um grupo de respostas coordenadas (resposta de estresse), 

tanto fisiológicas como comportamentais, que permitem ao animal superar 

aquela ameaça. Dessa forma, a resposta de estresse é tida como 

compensatória e adaptativa. Frente à presença de agentes estressores 

crônicos e intensos, a resposta de estresse pode perder seu valor adaptativo e 

se tornar disfuncional, podendo resultar em diminuição no “fitness” das 

espécies, e.g., diminuição de crescimento, falha na reprodução e 

imunossupressão (BONGA, 1997; CERICATO et al., 2008; DAVIS et al. 2008).     

A resposta de estresse é regulada pelos eixos hipotálamo-hipófise-

interrrenais (HHI) e hipotálamo-simpático-células cromafins (HSC) e pode ser 

dividida em três níveis distintos e sucessivos, as respostas primárias, 

secundárias e terciárias de estresse. As respostas primárias de estresse são 

caracterizadas pela percepção do estímulo estressante, a ativação de centros 

cerebrais específicos, como o hipotálamo e a hipófise, e a consequente 

liberação massiva de catecolaminas (CA) e glicocorticoides (GC) na corrente 

sanguínea. As respostas secundárias de estresse são os efeitos a nível 

sistêmico modulados por tais hormônios, como aumento de glicemia, do debito 

cardíaco, alterações no balanço hidromineral e no padrão de distribuição de 

leucócitos (ANDERSON et al. 2011). Por sua vez, respostas terciárias de 

estresse são caracterizadas a partir de efeitos deletérios gerados por estresse 

crônico e possuem impactos em nível individual e populacional (BONGA, 

1997). 

O eixo HHI é responsável pelo controle da produção e liberação de GC 

na corrente sanguínea. O hipotálamo é o primeiro centro cerebral a receber 

estímulos provindos de agentes estressores e possui importância no ajuste fino 

da resposta de estresse, feito a partir da regulação sobre a ativação hipófisária, 

segundo centro cerebral a regular a resposta de estresse. Em teleósteos, o 

hipotálamo possui inervações diretas sobre a hipófise, dessa forma, a 
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estimulação hipotalâmica é feita a partir da secreção direta de hormônios em 

regiões específicas da hipófise. No que tange à resposta de estresse, o 

hipotálamo regula a atividade hipofisária a partir da secreção do hormônio 

liberador da corticotrofina (CRH) (BONGA, 1997; TRUDEAU, 1997). A hipófise 

é centro cerebral responsável por controlar a atividade das células presentes 

no rim cefálico de teleósteos, a partir da liberação do hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH) na circulação. Este hormônio estimula as células 

interrrenais, presentes no rim cefálico, a produzirem GCs, no caso de 

teleósteos, o cortisol (BONGA, 1997). Este hormônio é responsável por 

modular ajustes metabólicos e iônicos necessários para superar desafios 

ambientais. Dessa forma, alterações na produção e liberação de cortisol podem 

diminuir o “fitness” das espécies (CERICATO et al., 2008). O perfil leucocitário 

e a razão ente neutrófilos:linfócitos (N:L) são alterados em resposta à liberação 

de glicocorticoides. Portanto, podem ser utilizados como marcadores de 

estresse confiáveis. Aumentos na razão N:L estão correlacionados à elevações 

nas concentrações plasmáticas de corticosteroides (DAVIS et al., 2008).  

 

2.2.3 Reprodução 

 A reprodução em peixes é controlada por diferentes hormônios que 

regulam a ativação do eixo hipotálamo-hipófise-gônada (HHG). O sistema 

nervoso central possui um importante papel na integração dos sinais externos 

(ambientais) e internos (hormonais) que regulam a reprodução. 

Semelhantemente ao eixo HHI, o hipotálamo regula ações sistêmicas através 

da hipófise. Projeções neuronais hipotalâmicas liberam na hipófise, neuro-

hormonios que regulam a reprodução, i.e., hormônio liberador da corticotropina 

(GnRH), dopamina, neuropeptídio Y (NPY), ácido gama-aminobutírico (GABA) 

e as kisspeptinas. Dentre estes neuro-hormonios, GnRH é o mais relevante no 

que tange a regulação da reprodução. Para peixes já foram descritas três 

variantes desta molécula, i.e., GnRH-I, GnRH-II e GnRH-III, sendo que cada 

uma delas provoca respostas hipofisárias diferentes (BONGA, 1997; MIRANDA 

et al., 2013).  

 Frente à modulação cerebral, a hipófise libera na corrente sanguínea as 

chamadas gonadotropinas, i.e., folículo estimulante (FSH) e folículo luteinizante 

(LH). Essas moléculas estimulam a produção dos hormônios sexuais pela 
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ativação de enzimas especificas através das rotas esteroidogenicas. São 

exemplos destes hormônios os andrógenos, estrógenos e progestágenos 

(NAGAHAMA; YAMASHITA, 2008). Em machos, os andrógenos (e.g., 

testosterona e 11-cetotestosterona) regulam o processo de espermatogênese. 

Nas fêmeas, os estrógenos (e.g., estradiol) regulam o processo de oogênese e 

vitelogênese. Os progestágenos regulam a maturação final e a desova em 

ambos os sexos (NAGAHAMA, 1997; NAGAHAMA; YAMASHITA, 2008).  

 

2.3 O herbicida Roundup® 

 

2.3.1 Contextualização histórica 

O fim da segunda guerra mundial culminada com a vitória dos aliados 

emplacou o capitalismo como modelo econômico de hegemonia mundial, 

trazendo profundas mudanças no plano de desenvolvimento agrícola da 

sociedade do século XX. Por um lado, essas mudanças vieram da tentativa de 

adaptar a tecnologia de guerra a outros processos essenciais ao modelo 

capitalista, a partir do desenvolvimento de diversos compostos químicos com 

alto valor agregado, como fertilizantes, fungicidas, inseticidas e herbicidas. O 

desenvolvimento desses produtos catalisou a transformação do modelo de 

agricultura existente, antes baseado em produções com baixo capital financeiro 

aplicado, transformando-o em produções permeadas por alta tecnologia e 

grande capital investido. Por outro lado, os processos cada vez mais intensos 

de globalização e crescimento populacional também induziam a que o antigo e 

pouco eficiente método de plantio evoluísse no sentido de torná-lo mais 

eficiente e rentável.  Foi nessa economia emergente e extremamente aquecida 

que o glifosato (principio ativo do RD) foi desenvolvido, ainda na década de 70. 

Com o desenvolvimento deste herbicida, a Monsanto começou uma nova era 

no controle de ervas daninhas, feito a partir de um composto relativamente 

barato e muito eficiente (TIMMER, 1992).  

  

2.3.2 Uso do Roundup® e determinação do glifosato em águas brasileiras 

A indicação de uso do RD (Roundup Transorb R®, Monsanto do Brasil 

LTDA) é de aplicação total em pré-plantio de culturas como algodão, arroz, 

milho e soja. No caso de culturas geneticamente modificadas resistentes ao 
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glifosato, a indicação de aplicação é em área total e em pós-emergência. As 

concentrações indicadas variam de acordo com o vegetal que se deseja 

combater. No caso de Oriza sativa (arroz-vermelho), tido como a grande praga 

do arroz no RS, a concentração indicada é de 3l/hectare, mas existem vegetais 

como Cynodon dactylon (capim-seda) para o qual a concentração indicada chega 

a 4,5l/hectare. Para o uso em pré-plantio recomenda-se duas aplicações, a 

primeira com maior concentração e com antecedência de 30 dias ao plantio, e 

uma segunda aplicação em menor concentração próxima ao dia da semeadura. 

Para culturas transgênicas resistentes ao glifosato, recomenda-se a aplicação 

após 25-35 dias de plantio.  

O Brasil é um dos maiores produtores de soja do mundo, mantendo-se 

na segunda posição entre os países produtores desse vegetal no período entre 

2007 e 2008 (CONAB, 2009). No que diz respeito à adoção de culturas 

transgênicas, o Brasil se manteve na terceira colocação dentre os países 

produtores em 2007, tendo plantado aproximadamente 15 milhões de hectares, 

dos quais 14,5 milhões corresponderam à monocultura da soja resistente ao 

glifosato (glyphosate-tolerant soybean – Roundup Ready®), a qual é cultivada 

em combinação ao uso do RD (BRANQUINHO; FERREIRA; CARDARELLI-

LEITE, 2010). Com base nesses dados e admitindo-se que os produtores usam 

a concentração indicada do produto, pode-se inferir que apenas para o plantio 

da soja tolerante ao glifosato no Brasil foram utilizados aproximadamente 15 

milhões de litros de RD no ano de 2007, baseando-se na menor concentração 

de aplicação indicada na bula do produto (um litro por hectare) (Roundup 

Transorb R®, Monsanto do Brasil LTDA). 

Na orizicultura (produção de arroz) do Rio Grande do Sul, são plantados 

mais de um milhão de hectares, com produção de cerca de nove milhões de 

toneladas na safra 2010/11, representando aproximadamente 70% da 

produção nacional. O sustento desta alta produção está associado ao método 

de cultivo irrigado o qual envolve alta tecnologia, uso intensificado de insumos 

e o emprego de grande quantidade de água, a qual retorna com características 

diferentes às fontes naturais acrescidas de resíduos de fertilizantes e 

agrotóxicos (ZAFFARONI et al., 1999; SOSBAI, 2011). 

Mattos et al. (2002) determinaram a presença do glifosato em amostras 

de água coletadas em áreas de orizicultura com plantio direto no Arroio 
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Bretanhas e na Lagoa Mirim, ambos no sudeste do Rio Grande do Sul. As 

concentrações médias encontradas foram de 0,14 ± 2,3mg/L (DP). Silva, 

Peralba e Mattos (2003) também determinaram concentrações de glifosato em 

amostras de água do Arroio Passo do Pilão o qual deságua no Arroio Pelotas, 

que abastece parte da água consumida no município de Pelotas, RS. As 

determinações foram feitas após 60 dias da aplicação do herbicida na região, 

mas mesmo assim foram encontradas concentrações de glifosato acima de 

0,10mg/L. Ainda, em São Paulo, amostras analisadas da represa Taquaraçu 

continham concentração média de 0,18mg/L deste herbicida (GARCIA; 

ROLLEMBERG, 2007). 

No Brasil, existem duas regulamentações acerca das concentrações 

permitidas de glifosato nas águas, uma do Ministério da Saúde (portaria MS n.º 

518/2004, Capítulo IV – do padrão de potabilidade; Art. 14º - Potabilidade da 

água), estabelecendo o valor máximo permitido de 0,5mg/L do herbicida em 

águas destinadas ao consumo humano e outra do CONAMA (Resolução 

357/05), estabelecendo a concentração máxima de 0,065mg/L em águas de 

abastecimento para consumo humano e à proteção das comunidades 

aquáticas. Portanto, todos os valores acima citados estão acima do permitido 

pela legislação brasileira, visto que a resolução do CONAMA é soberana 

perante a portaria 518/2004 (Ministério do Meio Ambiente, Conselho Nacional 

do Meio Ambiente, 2004). 

 

2.3.3 Mecanismos de ação do Roundup® nos vertebrados 

O RD possui dois mecanismos de ação básicos sobre a fisiologia de 

vertebrados, o aumento de estresse oxidativo causado por adjuvantes 

adicionados à formulação do RD (CAVALCANTE; MARTINEZ; SOFIA, 2008) e 

desregulação endócrina causada por seu principio ativo, o glifosato (WALSH et 

al., 2000; RICHARD et al., 2005). O aumento de estresse oxidativo causado 

pelo RD se relaciona com a diminuição na produção e atividade de enzimas 

antioxidantes (MODESTO; MARTINEZ, 2010) potencializando assim, danos 

celulares causados por espécies reativas de oxigênio (DE MENEZES et al., 

2011), resultado em alterações em diversos órgãos como cérebro, fígado, 

brânquias, músculos, sangue e gônadas (MODESTO; MARTINEZ, 2010; 

SALBEGO et al., 2010; DE MENEZES et al., 2011; KREUTZ et al., 2011). 
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A ação de desregulador endócrino do RD pode ser atribuída ao seu 

principio ativo (glifosato) e se relaciona ao processo de esteroidogênese. Este 

composto atua em diversas fases deste processo. A primeira delas é no 

transporte de colesterol de fora para dentro da mitocôndria, processo essencial 

para a produção de hormônios esteroides, visto que o colesterol é a molécula 

que servirá de esqueleto para a formação deste grupo de hormônios a partir da 

ação de dois grupos de enzimas, as citocromo P450 e a 3-beta-HSD (WALSH 

et al., 2000). O RD diminui o aporte de colesterol para o interior mitocondrial a 

partir da diminuição nos níveis da proteína de regulação aguda da 

esteroidogênese (StAR), uma proteína de membrana responsável por fazer 

esse transporte. Exposições in vitro de células testiculares (Leydig MA-10) de 

ratos a 25mg/L de RD diminuíram a produção dessas proteínas em 90%, 

provavelmente por mecanismos pós-transcripcionais visto que os níveis de 

mRNA dessa proteína não foram alterados pela exposição (WALSH et al., 

2000). O segundo foco de ação do RD no processo de esteróidogênese é na 

atividade da enzima P450scc (“Cholesterol side-chain cleavage enzyme”) 

responsável pela conversão do colesterol a pregnenolona. A mesma exposição 

citada anteriormente causou uma redução de 61% na atividade dessa enzima. 

Alterações no padrão de transcrição da enzima 3β-HSD (“3-β-hydroxysteroid 

dehydrogenase”), responsável pela conversão de pregnenolona para 

progesterona, também foram comprovadas por Walsh e colaboradores, 

mostrando uma diminuição de 33% no mRNA desta proteína.  Somando-se os 

efeitos do RD na proteína StAR e nas enzimas P450scc e 3β-HSD, exposições 

in vitro a 25mg/L desse composto diminuíram a esteroidogênese em 94% 

(WALSH et al., 2000). 

Abordando processos mais tardios da produção de esteróides - os quais 

dependem do correto funcionamento das proteínas anteriormente descritas - 

Richard e colaboradores (2005) estudaram a ação do glifosato na produção de 

hormônios estrógenos a partir da atividade da enzima aromatase, a qual é 

responsável pela transformação de andrógenos (testosterona, principalmente) 

em estrogênio, o ultimo hormônio produzido dentro da cadeia esteroidogênica. 

Esses autores demonstraram que exposições ao glifosato, em concentrações 

100 vezes menores do que aquelas usadas por agricultores norte-americanos, 

diminuíram tanto a atividade da aromatase como sua transcrição. Efeitos 
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teratogênicos também já foram descritos para o glifosato em Xenopus laevis, a 

partir de alterações na produção de ácido retinóico, importante sinalizador 

celular durante o processo de embriogênese (PAGANELLI et al., 2010). 
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3 Capitulo I - Toxicidade aguda (CL5096h) do Roundup Transorb®  para 

Phalloceros caudimaculatus 

 

3.1 Introdução 

 Em geral, as técnicas de produção agrícola com grande capital investido 

fazem uso de agrotóxicos que podem poluir corpos d’água presentes no 

entorno das áreas de plantio, processo que pode levar a impactos ecológicos 

(SALBEGO et al., 2010). Dentre os agrotóxicos usados nestes cultivos, o RD 

possui uma posição de destaque, sendo o herbicida mais usado no mundo 

(THONGPRAKAISANG et al., 2013). Frente a essa problemática, estudos 

acerca da toxicidade aguda deste composto são importantes para a avaliação 

de sua periculosidade para a vida aquática. A toxicidade aguda do RD já foi 

descrita para um grande número de teleósteos e a CL5096h varia de 7,3mg/L 

até 26mg/L (ALBINATI et al., 2007; CERICATO et al., 2008). 

 Diversos trabalhos demonstram que exposições ao RD potencializam o 

estresse oxidativo em tecidos como brânquias, fígado e cérebro, podendo levar 

a alterações histológicas (SALBEGO et al., 2010; MODESTO; MARTINEZ, 

2010; DE MENEZES et al., 2011; KREUTZ et al., 2011). O RD também possui 

ações sobre o metabolismo de hormônios esteroides (WALSH et al., 2000; 

RICHARD et al., 2005) e sobre a atividade da acetilcolinesterase (SALBEGO et 

al., 2010).  

 O barrigudinho P. caudimaculatus (Cyprinodontiformes: Poeciliidae) possui 

algumas características que tornam a espécie um bom bioindicador para 

estudos ecotoxicológicos, como ampla distribuição, demarcado dimorfismo 

sexual, fácil reprodução em laboratório, viviparidade e curto ciclo de vida 

(ARAÚJO et al., 2009).  

 Nosso objetivo foi testar a toxicidade aguda do RD para P. caudimaculatus, 

uma espécie com elevado potencial para se tornar um bioindicador de poluição 

ambiental. 
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3.2 Material e métodos 

 

Animais experimentais 

Para a realização dos experimentos foram utilizados 72 indivíduos da 

espécie P. caudimaculatus coletados no Arroio Padre Doutor, localizado no 

campus Capão do Leão da UFPel. Após a coleta, os animais foram levados 

para o Laboratório de Fisiologia Aplicada à Aquicultura (UFPel) e 

permaneceram em aclimatação sob condições de laboratório por uma semana. 

As condições de temperatura (20,4±0,2oC) e níveis de amônia (NH3 - 

0,25±0,00ppm) foram acompanhados diariamente. 

  

Tratamentos, desenho experimental e análise estatística 

 Para a realização do experimento, foram utilizados 6 tratamentos: 5 

diluições do RD (1, 2, 4, 6 e 8mg/L) e um grupo controle. Todos os tratamentos 

foram feitos com quatro réplicas, cada uma contendo um trio de animais (duas 

fêmeas e um macho). As unidades experimentais eram potes com volume 5L. 

O experimento teve duração de 96h e a mortalidade foi acompanhada a cada 

24h. Os indivíduos mortos foram retirados diariamente. Os dados foram 

analisados com o uso do método de Trimmed-spearman-Karber (versão 1.5) a 

fim de se obter a CL5096h. 

 

 3.3 Resultados  

 As mortalidades observadas durante o teste da CL5096h para P. 

caudimaculatus são apresentadas na tabela 1. A CL5096h que encontrada foi de 

5,33mg/L de Roundup Transorb R®. 
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Tabela 1 – Mortalidade de Phalloceros caudimaculatus expostos por 96h ao 

herbicida Roundup transorb R® (1; 2; 4; 6; 8mg/L) e grupo controle. 

Concentrações (mg/L) Mortalidade (%) 

Controle 16,7 

1 16,7 

2 0,0 

4 16,7 

6 75,0 

8 83,4 

 

3.4 Discussão  

 Estudos demonstram que o glifosato, principio ativo do RD, possui baixa 

toxicidade. Para a Truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss), a CL5096h descrita para 

este composto varia de 86 mg/L (NESKOVIC et al., 1996) até 140mg/L 

(FOLMAR et al., 1979). A toxicidade descrita para o RD é maior, com CL5096h 

variando de 7,3 mg/L para R. quelen (CERICATO et al., 2008), até 26 mg/L para 

O. mykiss (ALBINATI et al., 2007). A maior toxicidade do RD parece estar 

relacionada com os adjuvantes adicionados a sua composição (SHIOGIRI et 

al., 2012). A grande variação nas formulações dos herbicidas a base de 

glifosato dificultam a comparação da toxicidade destes agrotóxicos, 

principalmente porque as empresas não especificam quais compostos são 

usados como adjuvantes. Em comparação às concentrações já descritas como 

letais (em 96h) para peixes, a CL5096h que encontrada para P. caudimaculatus 

(5,33mg/L) pode ser considerada baixa. Possivelmente nossa concentração 

letal foi superestimada, visto que as mortalidades que observamos não foram 

monotonicamente aumentadas em relação às concentrações de exposição. 

Observamos, inclusive, mortalidades no grupo controle. Dessa forma, é 

possível que algum outro fator tenha atuado em sinergismo ao RD durante o 

experimento (e.g. parasitismo, doenças e idade dos animais). Outro ponto que 

pode explicar a baixa CL5096h que observamos é uma maior sensibilidade de 

peixes nativos do sul do Brasil ao RD. De fato, a CL5096h (7,3mg/L) descrita 

para R. quelen também é baixa em0    comparação a de espécies mais tropicais.  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1382668912000786?np=y
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Concluímos que a CL5096h (5,33mg/L) que encontramos para P. 

caudimaculatus foi baixa em relação aquelas descritas para outras espécies de 

teleósteos, o que pode indicar que espécies do extremo sul do Brasil são mais 

sensíveis ao RD. Mais estudos são necessários a fim de se testar essa 

hipótese. 
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4 Capitulo II - Temperatura crítica máxima de embriões de Austrolebias 

nigrofasciatus expostos ao herbicida Roundup Transorb® 

 

4.1 Introdução 

 Austrolebias nigrofasciatus é uma espécie de água doce pertencente à 

família Rivulidae, ordem Cyprinodontiformes. As espécies que constituem a 

família possuem elevado grau de endemismo e estão, em sua maioria, 

ameaçadas de extinção (COSTA, 1998). São conhecidos popularmente como 

peixes anuais, visto que ocorrem em poças alagáveis que secam durante 

certos períodos do ano. Neste ambiente, estão sujeitos a grandes oscilações 

diárias de variáveis como pH, oxigênio dissolvido e principalmente temperatura,  

que chega a apresentar gradientes de até 20°C em um dia (VOLCAN; LANÉS; 

GONÇALVES, 2010). Para tolerar esta grande amplitude térmica, esses 

animais despendem elevado gasto energético em processos relacionados com 

ampla tolerância térmica, como expressão constitutiva das hsp70 indutivas, 

proteínas chaperonas responsáveis pelo correto “folding” de proteínas que 

sofreram termodesnaturação (PODRABSKY; SOMERO, 2007). 

  O Rio Grande do Sul possui forte tradição em monoculturas 

empregando agrotóxicos, os quais acabam por gerar degradação e 

descaracterização ambiental. O RD é o agrotóxico mais vendido no mundo e 

um dos mais utilizados no estado para o controle de plantas daninhas. Possui 

em sua formulação o glifosato como princípio ativo, acompanhado de 

adjuvantes. Sua ação é não seletiva e pós-emergente, inibindo uma enzima 

comum a todos os vegetais (WOODBURN, 2000; HELANDER; SALONIEMI; 

SAIKKONEN, 2012). No que se relaciona à vertebrados, algumas ações 

deletérias já foram comprovadas, sendo elas: desregulação endócrina, 

causada pela ação do glifosato (WALSH et al., 2000), e aumento do estresse 

oxidativo causado por componentes adjuvantes (CAVALCANTE; MARTINEZ; 

SOFIA, 2008).  
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Outro ponto que têm preocupado pesquisadores conservacionistas se 

relaciona aos efeitos do aquecimento global sobre a fauna e flora. Dentro 

desse contexto, os estudos sobre fisiologia termal vêm ganhado relevância e 

notoriedade científica (LEWIS, 2006; BROOK; SODHI; BRADSHAW, 2008; 

HOFFMANN; CHOWN; CLUSELLA-TRULLAS, 2013). Pressupõe-se que, caso 

as previsões de aquecimento global sejam realistas, poderão ocorrer processos 

de extinção em diversos táxons, inclusive em peixes (REZENDE; TEJEDO; 

SANTOS, 2011). Essas projeções se baseiam única e exclusivamente na 

plasticidade dos limites térmicos da fauna já estudada em relação às previsões 

de aquecimento global, mas poucos trabalhos levam em conta processos 

antrópicos que ocorrerão em conjunto com os processos de aquecimento da 

terra (LEWIS, 2006; BROOK; SODHI; BRADSHAW, 2008; HOFFMANN; 

CHOWN; CLUSELLA-TRULLAS, 2013). Dessa forma, é possível que as 

projeções atuais sejam falsamente otimistas. Dentro deste contexto, estudos 

sobre o sinergismo entre processos antrópicos, como liberação de agrotóxicos 

na natureza, e fisiologia termal possibilitam uma abordagem funcional sobre 

conservação e podem gerar conhecimento relevante para projeções realistas 

acerca de alterações climáticas globais.  

 Dentro dos estudos sobre fisiologia termal, a temperatura critica máxima 

(CTMax) é classicamente utilizada para inferir desempenho térmico. A CTmax 

é caracterizada como a temperatura limite a qual um animal pode ser exposto 

antes de morrer (BILYK; EVANS; DEVRIES, 2012; VORHEES;  BRADLEY, 

2012). Sua medição normalmente depende de “endpoints” comportamentais 

como ausência de resposta a estímulos externos, espasmos musculares ou 

desmaios, após terem sido expostos a um aumento gradual de temperatura 

(VORHEES; BRADLEY, 2012). 

 Levando isto em consideração, o nosso objetivo foi estudar a ação do 

herbicida RD sobre a resistência térmica de A. nigrofasciatus, em busca de dados 

relevantes para estratégias de conservação do grupo.  
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4.2 Material e métodos 

 

Animais experimentais 

Os indivíduos de A. nigrofasciatus utilizados em nos experimentos foram 

coletados sob licença do IBAMA/ICMBio (no. 15108-1). Os embriões foram 

obtidos a partir das desovas de cinco casais desta espécie, todos criados da 

mesma forma, sob fotoperíodo 12L:12E e temperatura controlada (20oC). Os 

embriões eram mantidos em potes com água (5ml) em ambiente escuro e 

temperatura controlada (20oC).  

  

Tratamentos 

Este experimento foi feito com dois grupos, um controle (n=12) que não 

passou por exposição e um grupo (n=9) que passou por exposição de 96h a 

1mg/L de RD (Roundup transorb® - 0,588g/L de glifosato, Monsanto do Brasil). 

 

Desenho experimental 

Todos os embriões utilizados no experimento estavam no mesmo 

estágio de desenvolvimento (estágio 43, pré-eclosão) (WOURMS, 1972c). As 

exposição tinham duração de 96h e foram feitas todas em triplicata com 3 

embriões por repetição. Cada unidade experimental consistia em potes com 

5ml de água com ou sem RD. Após o periodo de exposição, os embriões eram 

postos individualmente em uma placa de Petri com 14ml de água declorada, a 

20 Co e sem RD. Essa placa de Petri com um embrião era então posta em um 

estereomicroscópio para obtenção do CTMax. As taxas de aquecimento da 

água e a CTMax experimentadas por cada embrião eram anotadas e 

posteriormente planilhadas para análise estatística.  

   

Obtenção da temperatura crítica máxima  

 Para a obtenção da CTMax, os embriões foram individualmente 

expostos a um aumento gradual de temperatura (1,3±0,4 Co/min) até ausência 

de batimento cardíaco por 5s (“endpoint”), momento no qual foi anotado a 

temperatura a qual o embrião estava exposto (CTMax). O aquecimento da 

água onde os embriões se encontravam foi gerado a partir da lâmpada de um 

estereomicroscópio, pelo qual se observou os batimentos cardíacos do 
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embrião. Todos os experimentos foram feitos com o mesmo 

estereomicroscópio e esse era pré-aquecido até alcançar a temperatura 

constante de 56oC (temperatura máxima fornecida pela luz do 

estereomicroscópio em ambiente climatizado a 20oC). Dessa forma, a água 

onde os embriões se encontravam era aquecida pela luz do 

estereomicroscópio que se encontrava a uma temperatura constante. A 

temperatura de exposição dos embriões foi anotada a cada 30s com o intuído 

de testar se todos os embriões foram expostos às mesmas taxas de 

aquecimento. As observações de cada tratamento foram compostas por testes 

cegos onde o observador (mesma pessoa durante todo o experimento) não 

tinha acesso à temperatura na qual a água se encontrava. O intuito do teste 

cego é minimizar os efeitos do observador sobre o experimento, visto que a 

interpretação do “endpoint” envolve analise subjetiva do observador.  

 

Análise estatística 

Os dados foram apresentados na forma de média  desvio padrão. As 

taxas de aquecimento de cada embrião foram testadas mediante ANOVA (uma 

via), após terem sido feitos os testes de Kolmogorov-Smirnov (normalidade) e 

Levene (homogeneidade da variância). As médias da CTMax foram testadas a 

partir de testes t. Regressões lineares também foram feitas a fim de se obter o 

índice de correlação de Pearson entre as taxas de aquecimento e a CTMax dos 

diferentes grupos. Todas as análises foram feitas a partir do programa 

Statistica 7.0® e Sigmaplot 11.0® considerando um nível de significância de 

95% (p<0,05). 

  

4.3 Resultados 

 

4.3.1 Taxas de aquecimento  

Não encontramos diferenças estatísticas para as taxas de aquecimento 

experimentadas pelos embriões nem entre as repetições de cada tratamento, 

nem entre os tratamentos. Portanto, qualquer diferença observada entre os 

tratamentos não foi gerada a partir de diferentes taxas de aquecimento, e sim 

pela exposição per se.  
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4.3.2 CTMax dos embriões 

 As CTMax médias do grupo controle e da exposição foram 38,20±1,26°C 

e 36,12±1,09°C respectivamente e demonstraram correlação negativa em 

relação aos tratamentos (Correlação de Pearson: r = -0,671; p = <0,001), além 

de terem sido estatisticamente diferentes entre si (teste t: t=3,947; p = <0,001) 

(Fig.1).   

 

Figura 1 - Temperatura critica máxima de embriões de Austrolebias nigrofasciatus 

expostos por 96h a 1mg/L de Roundup transorb® e grupo controle. * denota 

diferença significativa entre os tratamentos (Teste t, p<0,001). 

 

 Apesar de não termos encontrado diferenças significativas entre as 

taxas de aquecimento, estas influenciaram os grupos controle (Correlação de 

Pearson: r=-0,03; p=0,90) e exposição (Correlação de Pearson: r=-0,75; 

p<0,001) em intensidades diferentes, Fig. 2 e Fig. 3, respectivamente. 
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Figura 2 - Correlação entre temperatura critica máxima e taxas médias de 

aquecimento de embriões de Austrolebias nigrofasciatus em condições de controle 

(Correlação de Pearson: r=-0,32; p =0,31). 
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Figura 3 - Correlação entre temperatura critica máxima e taxas médias de 

aquecimento de embriões de Austrolebias nigrofasciatus expostos por 96h a 1mg/L 

de Roundup transorb®. (Correlação de Pearson: r=-0,75; p<0,001). 

 

4.4 Discussão 

Os peixes que compõem a família Rivulidae dependem de adaptações 

que os tornam tolerantes aos ambientes extremos onde ocorrem. Esses 

ambientes são considerados extremos por apresentar ampla variação diária de 

propriedades físico-quimicas, como a temperatura (VOLCAN; LANÉS; 

GONÇALVES, 2010). Nosso trabalho focou na ação do RD sobre a tolerância 

térmica de embriões de A. nigrofasciatus, visto ser um caracter importante para a 

manutenção das populações dos peixes que compõem a família (PODRABSKY 

et al., 2007; PODRABSKY et al., 2008).  As concentrações utilizadas no 

experimento se basearam em dosagens encontradas em corpos d’água do 

Estado, logo, podem ser consideradas como ecologicamente relevantes. As 

exposições foram realizadas em curtos períodos de tempo (96h) de forma a se 

inserir no tempo de meia vida descrito para o glifosato, principio ativo do RD ( 

SOSO et al., 2007; BRANQUINHO; FERREIRA; CARDARELLI-LEITE, 2010). 

Portanto, os dados obtidos nesse primeiro experimento podem ser 

considerados como ecologicamente relevantes.  

Nossos resultados demonstram que o herbicida RD diminuiu a CTMax 

de embriões de A. nigrofasciatus em 2,53Co em média. A revisão feita por nosso 

grupo de pesquisa não achou outro trabalho que demonstrasse a ação deste 

herbicida sobre a fisiologia termal de peixes. Da mesma forma, trabalhos sobre 

CTMax em embriões são raros, portanto, os dados aqui apresentados são, até 

onde se sabe, inéditos dentro do meio científico.  

O RD já foi relacionado com o aumento de estresse oxidativo por 

diversos trabalhos, assim como desrregulador endócrino ( WALSH et al., 2000; 

DE MENEZES et al., 2011; GUILHERME et al., 2012). Possivelmente, a ação 

deste herbicida na CTMax relaciona-se com o processo de estresse oxidativo, 

visto que este gera aumento na peroxidação da membrana plasmática celular 

(BREUKELEN et al., 2010). A alteração na fluidez de membrana é uma das 

principais formas pela qual organismos ectotérmicos lidam com estresse 

térmico (PODRABSKY; SOMERO, 2004). Possivelmente o RD, ao gerar 
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estresse oxidativo, gere também danos na membrana plasmática, dificultando o 

processo de ajuste de sua fluidez, permeabilidade e seletividade. Dessa forma, 

diminuindo a resistência térmica. De fato, nossos resultados mostram que os 

animais expostos foram muito mais sensíveis em relação a taxas de 

aquecimento mais intensas, visto que observamos uma forte correlação entre 

variações nas taxas médias de aquecimento e a CTMax para os animais da 

exposição, o que não foi verdade para o grupo controle. Isso mostra que o RD, 

alem de diminuir a CTMax, torna os animais mais sensíveis a variações 

bruscas de temperatura.  

Pensando na importância ecológica que a tolerância térmica desses 

animais possui e as ações demonstradas do RD nesse processo, concluímos 

que este herbicida, mesmo em baixas concentrações e sob curto tempo de 

exposição, pode agir diminuindo o “fitness” de populações de Rivulidae por 

alterações em sua capacidade em lidar com estresse térmico, fator essencial 

para o sucesso adaptativo destas espécies. 
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5 Capitulo III - Efeitos da exposição ao Roundup transorb® no número e 

no tamanho de ovos do peixe anual Austrolebias nigrofasciatus 

 

5.1 Introdução 

 Austrolebias nigrofasciatus (Cyprinodontiformes: Rivulidae) ocorre em lagos 

efêmeros presentes no sul do Brasil que passam por períodos anuais de seca e 

de chuva. As populações desses animais sobrevivem aos periodos de seca 

completa através da presença de embriões em diapausa resistentes á estresse 

hídrico (PODRABSKY et al., 2007; PODRABSKY et al., 2008). A maioria das 

espécies que compõe a família estão ameaçadas de extinção, frente a isso, o 

governo do Brasil implementou o Plano de Ação Nacional para a Conservação 

dos Rivulídeos Ameaçados de Extinção. De acordo com as diretrizes deste 

plano nacional, A. nigrofasciatus é uma espécie modelo para pesquisas sobre 

conservações e manejo do grupo (ICMBio, 2012). Peixes anuais possuem 

também algumas características que os torna bons modelos experimentais, 

como maturação sexual precoce, reprodução contínua e grande capacidade 

reprodutiva (GONÇALVES et al., 2011;  GARCIA, et al., 2008). 

 A reprodução é um “endpoint” clássico em experimentos de 

ecotoxicologia e permite inferências sobre ações deletérias de agrotóxicos 

sobre as populações animais, inclusive peixes (SOSO et al., 2007). A 

regulação do processo reprodutivo se dá através de diversos hormônios que 

controlam o funcionamento do eixo HHG. O ultimo grupo de hormônios 

produzidos a partir da ativação deste eixo são os hormônios gonadais, i.e. 

andrógenos, estrógenos e progestágenos, todos produzidos a partir do 

processo de esteroidogênese. Esses hormônios regulam o crescimento das 

gônadas, a gametogênese e a liberação de gametas (BONGA, 1997). 

O RD é o herbicida mais utilizado no mundo (THONGPRAKAISANG et 

al., 2013), possui ação não seletiva e pós emergente. Este agrotóxico é 
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composto por um principio ativo glifosato e por adjuvantes que o auxiliam a 

penetrar no tecido dos vegetais (JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002). Já foram 

descritas ações deletérias deste composto sobre a fisiologia de vertebrados e o 

corpo de evidências que sustenta a designação do RD como desrregulador da 

reprodução é extenso. Trabalhos realizados in vitro já descreveram ações do 

RD sobre a esteroidogênese, como diminuição na produção da proteína de 

regulação aguda da esteroidogênese (StAR), diminuição da atividade da 

enzima “Cholesterol side-chain cleavage enzyme” (P450scc) e diminuição na 

produção da enzima “3-β-hydroxysteroid dehydrogenase” (3β-HSD) (WALSH et 

al., 2000). Ações in vitro do glifosato puro sobre hormônios esteroides também 

já foram descritas, como diminuição na atividade da enzima aromatase 

(RICHARD et al., 2005) e ações estrogênicas mediadas por ligação agonista 

em receptores de estrógeno (ER) (THONGPRAKAISANG et al., 2013). 

Algumas ações in vivo sobre hormônios esteroides já foram descritas para 

peixes, como aumento na produção de cortisol e diminuição na produção de E2 

(SOSO et al. 2007) e supressão da resposta de estresse (CERICATO et al. 

2008; KOAKOSKI et al., 2013). 

Dentro do contexto apresentado, tivemos por objetivo testar o efeito da 

exposição ao RD sobre a reprodução de A. nigrofasciatus a partir da avaliação da 

fertilidade e do diâmetro dos ovos. 

 

5.2 Material e métodos 

 

Animais experimentais 

Foram utilizados 12 casais de A. nigrofasciatus (peso médio = 0,63±0,10, 

idade desconhecida) coletados em um banhado no Município de Capão do 

Leão sob licença do IBAMA/ICMBio (no. 41907-1) e aclimatados em condições 

laboratoriais por uma semana antes do ensaio. Durante a aclimatação e 

ensaio, a qualidade da água foi monitorada diariamente através dos 

parâmetros: pH (7,52±0,06); temperatura (20,75±2,17oC) e NH3 ( 

0,00±0,25ppm). Os animais eram alimentados ad libitum com zooplâncton 

nativo.  
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Desenho experimental 

 Cada casal passou pela exposição no mesmo aquário, mas as fêmeas 

se encontravam fisicamente isoladas do macho por potes de plástico furados e 

transparentes.  Este procedimento foi realizado para minimizar danos causados 

por brigas entre o casal, sem impedir a estimulação sexual, tanto visual 

(comportamentos de corte) como química (liberação de feromônios na água) 

entre os animais. Após o período de exposição (96h), os casais foram 

transferidos para aquários com água sem RD e com um ninho de desova 

(potes padronizados com 100mL de água mais 2 cm do fundo coberto com 

fibra de coco farelada). Os casais permaneceram fisicamente juntos para 

reprodução durante 24h. Passado este período, os ovos depositados em cada 

ninho foram coletados e medidos. O número de ovos produzidos foi 

relacionado por grama de fêmea (ovos/g), como descrito na literatura (VOLCAN 

et al. 2012). O experimento foi feito com dois grupos, um controle (n=4) com 

casais que não foram expostos ao RD e um tratamento (n=4) no qual os 

animais foram expostos durante 96h à concentração nominal de 1mg/L de 

Roundup Transorb®. Cada casal foi considerado como uma unidade 

experimental, perfazendo quatro repetições por tratamento. Os animais não 

foram alimentados durante o experimento. 

 

Análise estatística 

 Os dados são apresentados na forma de média  desvio padrão. Os 

dados sobre o número de ovos obtidos foram testados a partir de teste t, após 

terem sido feitos os testes de Kolmogorov-Smirnov (normalidade) e Levene 

(homogeneidade da variância). Os dados do diâmetro dos ovos não 

apresentaram distribuição normal e foram analisados aplicando-se o teste de 

Mann-whitney U. Todas as análises estatísticas foram processadas nos 

programas Statistica 7.0® e Sigmaplot 11.0®, considerando um nível de 

significância de 95% (p<0,05). 

 

5.3 Resultados 

 Foram encontradas diferenças significativas no número de ovos/g 

produzidos pelos grupos controle (38,90±17,17 ovos/g) e da exposição 

(16,69±7,41 ovos/g) (Fig.4), O diâmetro dos ovos fecundados também foi 
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diferente entre o grupo controle (3,31±0,30mm) e o da exposição 

(3,50±0,18mm) (Fig.5).   

 

 

Figura 4 – Número de ovos/g produzidos por casais de Austrolebias nigrofasciatus 

expostos por 96h à Roundup transorb® (1mg/L) e grupo controle. * denota 

diferença significativa entre os tratamentos (teste-t; p<0,05). 
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Figura 5 – Diâmetro de ovos fecundados produzidos por casais de Austrolebias 

nigrofasciatus expostos por 96h à Roundup transorb® (1mg/L) e grupo controle. * 

denota diferença significativa entre os tratamentos (Mann-whitney U; p<0,05). 

 

5.4 Discussão 

Os resultados obtidos no experimento demonstram que a exposição ao 

RD gerou duas ações sobre a reprodução de A. nigrofasciatus, diminuição na 

quantidade de ovos produzidos e aumento no diâmetro de ovos fecundados. 

Ambos os processos são regulados pela ativação do eixo HHG, mas são 

modulados por hormônios diferentes. O diâmetro dos ovos pode estar 

diretamente ligado à quantidade de reservas energéticas depositada pela 

fêmea durante o processo de vitelogênese (VG). O principal hormônio que 

regula a VG é o 17β-estradiol (E2), composto produzido pelos ovários frente 

estimulação hipófisária pelo FSH. O E2 também possui um papel importante 

como estimulador da proliferação de oogônias (NAGAHAMA; YAMASHITA, 

2008), o que pode influenciar no número final de oocitos produzidos. A 
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quantidade final de ovos expelidos pelas fêmeas também é controlado pela 

hipófise, através da liberação de LH. Esse hormônio desloca o processo de 

esteroidogênese gonadal, fazendo com que ocorra a produção de 17α,2Oβ-

Dihydroxy-4-pregnen-3-one (17α,20β-DP), composto que estimula a maturação 

final de oócitos pós-vitelogênicos (NAGAHAMA, 1997). Dessa forma, os 

resultados observados nesse trabalho podem apontar para ações do RD sobre 

gonadotropinas (FSH e LH) e/ou produção de hormônios esteroides nas 

gônadas (E2 e 17α,20β-DP). 

   Como não fizemos uma abordagem mecanicista das ações do RD 

sobre a reprodução, podemos apenas hipotetizar sobre a forma como este 

herbicida agiu sobre os animais do nosso experimento. As hipóteses que 

formulamos com base nas ações já descritas do RD sobre vertebrados são: 1) 

ações em nível de sistema nervoso central, alterando a produção de 

gonadotropinas; 2) ações sobre a esteroidogênese gonadal, alterando padrões 

de produção de E2 e/ou 17α,20β-DP; 3) ações indiretas sobre a reprodução a 

partir de aumento na resposta de estresse, mediada por corticosteroides.    

Frente aos resultados obtidos, conclui-se que o RD possui ações 

deletérias sobre a reprodução de Rivulidae, diminuindo a fertilidade desses 

animais mesmo após exposição aguda e a baixas concentrações. Mais estudos 

são necessários a fim de se abordar os mecanismos envolvidos nesse 

processo. 
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6 Capitulo IV - Herbicida Roudup Transorb® como potencializador da 

resposta de estresse em juvenis de Rhamdia quelen 

 

6.1 Introdução 

 A resposta fisiológica de estresse é regulada pelo eixo hipotálamo-

hipófise-interrrenais (HHI) e sua ativação culmina na liberação de 

glicocorticoides na corrente sanguínea. Este grupo de hormônios é responsável 

por modular ajustes metabólicos e iônicos necessários para se lidar com 

desafios ambientais, dessa forma, alterações prolongadas no funcionamento 

deste eixo podem diminuir o “fitness” das espécies (CERICATO et al., 2008). O 

perfil leucocitário e a razão ente neutrófilos:linfócitos (N:L) são alterados em 

resposta à liberação de glicocorticoides, portanto, podem ser utilizados como 

marcadores de estresse confiáveis. Aumentos na razão N:L estão 

correlacionados à elevações nas concentrações plasmáticas de 

corticosteroides (DAVIS et al. 2008).  

 No Rio Grande do Sul, as práticas de monoculturas, como o arroz, 

promovem a descaracterização e degradação do ambiente aquático. Parte 

desses impactos está relacionada com a utilização de agrotóxicos que podem 

poluir corpos d’água adjacentes às plantações. Dentre estes compostos, o 

herbicida Roundup® (RD) é um dos mais populares (SALBEGO et al., 2010). 

Este composto possui ação não seletiva e contém glifosato (N-fosfonometil 

glicina) como seu princípio ativo (JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002).  

 A ação do glifosato sobre a fisiologia de vertebrados está relacionada à 

desregulação das vias de esteroidogênese. Este composto inibe a transcrição 

da proteína de esteroidogênese rápida (proteína stAR), responsável pelo 

transporte de moléculas de colesterol de fora para dentro da membrana 

mitocondrial. Dessa forma, a produção de hormônios esteróides é diminuída 

(WALSH et al., 2000). Sendo assim, o glifosato pode alterar diversos processos 

fisiológicos que são modulados por tais hormônios, como a resposta fisiológica 

de estresse (SOSO et al., 2007;  CERICATO et al., 2008). Além de alterações 
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nas vias esteroidogênicas, o RD pode causar também aumento no estresse 

oxidativo pela ação de diversos surfactantes presentes em sua formulação. 

Estes compostos inibem a ação de enzimas antioxidantes, dessa forma, 

potencializam danos causados por espécies reativas de oxigênio em estruturas 

celulares e diversos tecidos (GLUSCZAK et al., 2007). O processo de estresse 

oxidativo também vem sendo relacionado com a ativação do eixo HHI em 

diversos estudos (DORVAL et al., 2003; MILLER et al., 2007). 

 O jundiá Rhamdia quelen (QUOY & GAIMARD 1824) é uma espécie nativa 

do RS e possui grande relevância para a aquicultura no estado. Esta espécie 

representa também um importante modelo para estudos toxicológicos (SOSO 

et al., 2007) e sobre estresse (CERICATO et al., 2008).  

 Dentro do contexto apresentado, tivemos por objetivo testar o sinergismo 

entre exposição aguda ao RD em baixa concentração e a resposta fisiológica 

de estresse, utilizando juvenis de R. quelen como modelo experimental. 

 

6.2 Material e métodos 

 

Animais experimentais  

 Foram utilizados 24 juvenis de R. quelen (1,40±0,46g; 5,76±0,68cm), 

todos com a mesma idade (60 dias) e criados sob mesmas condições, 

fotoperiodo 12L:12E, temperatura constante de 20oC e eram alimentados com 

ração. Os animais foram obtidos junto ao Laboratório de Piscicultura da 

Barragem do Chasqueiro e os experimentos realizados no Laboratório de 

Fisiologia Aplicada a Aquicultura, na UFPel. Os alevinos não foram alimentados 

durante o experimento. 

 

Tratamentos  

 Foram utilizados dois tratamentos, um controle (n=12) com juvenis que 

não passaram por exposição e um segundo tratamento (n=12) no qual os 

animais foram expostos durante 96h à concentração nominal de 10% da 

CL5096h de Roundup Transorb® (0,73mg/L) descrito para R. quelen adulto 

(CERICATO et al., 2008). Ambos os tratamentos foram divididos em repetições 

que continham três juvenis. Ambos os tratamentos possuíam quatro repetições. 

As unidades experimentais eram feitas de aquários com volume de 5L. O 



46 

 

experimento foi feito sobre fotoperíodo controlado (12L:12E), temperatura 

constante (20oC) e sem renovação da água. 

 

Desenho experimental 

 Após o período de exposição ao RD, os animais foram expostos ao ar 

por 5 min com o intuído de provocar uma resposta de estresse. Após a 

exposição ao ar, os animais foram postos novamente em seus respectivos 

tratamentos. Tendo-se passado 1 h, os animais foram crio-anestesiados e 

sacrificados para a coleta de sangue, feita através de secção do pedúnculo 

caudal.  Após a coleta de sangue, os juvenis foram necropsiados para 

obtenção do fígado, o qual foi pesado para posterior realização do índice 

hepatossomático (IHS) [(Peso do Fígado/peso total) x 100]. Foram preparadas 

extensões sanguíneas, fixadas com metanol e coradas com Giemsa 5%. A 

partir destas foram quantificados 100 leucócitos por peixe para realização do 

perfil leucocitário e cálculo da razão N:L. As células observadas foram: 

linfócitos, neutrófilos, célula granulocítica especial, eosinófilos, monócitos e 

basófilos  (DAVIS et al., 2008).  

 

Análise estatística 

 Os dados de cada tipo celular foram comparados com uso de testes t 

desde que respeitadas as pressuposições da análise paramétrica (distribuição 

normal e homogeneidade da variância). As análises foram processadas com 

uso dos softwares Statistica 7® e SigmaPlot 11.0® sob o nível de significância 

de 95% (p< 0,05). 

 

6.3 Resultados 

Os dados do perfil leucocitário e IHS são apresentados na tabela 2. 

Encontramos diferenças estatísticas apenas nas seguintes medições: número 

de linfócitos, o qual foi menor nos animais da exposição (Fig.6), número de 

neutrófilos, o qual foi maior nos animais da exposição (Fig.7) e razão N:L, a 

qual foi maior nos animais da exposição (Fig.8). 
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Tabela 2 – Perfil leucocitário e índice hepatossomático de juvenis de Ramdia 

quelen expostos à Roundup transorb R® (0,73mg/L) por 96h e grupo controle.  

Médias em negrito denotam diferença significativa entre os tratamentos (teste-t; 

p=<0,05). 

 

Medições Controle     

(Media±DP) 

Exposição 

(Media±DP) 

Neutrófilos (%) 
24,00±9,91 39,91±10,31 

Linfócitos (%) 71,25±10,79 56,08±10,43 

Célula granulocítica especial (%) 0,25±0,45 0,41±0,90 

Eosinófilos (%) 0,00±0,00 0,16±0,38 

Monócitos (%) 4,41±2,81 3,33±2,53 

Basófilos (%) 0,08±0,28 0,08±0,28 

Razão N:L 0,36±0,20 0,76±0,33 

Índice hepatossomático 3,10±0,81 3,20±1,41 
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Figura 6 – Percentual de linfócitos em juvenis de Ramdia quelen expostos ao 

Roundup transorb® (0,73mg/L, por 96h) e grupo controle. * denota diferença 

significativa entre as médias dos tratamentos (teste t; p=<0,05). 
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Figura 7 – Percentual de neutófilos em juvenis de Ramdia quelen expostos ao 

Roundup transorb® (0,73mg/L, por 96h) e grupo controle. * denota diferença 

significativa entre as médias dos tratamentos (teste t; p=<0,05). 
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Figura 8 – Razão entre neutrófilos e linfócitos (N:L) de juvenis de Ramdia quelen 

expostos por 96h à Roundup transorb® (0,73mg/L) e grupo controle. * denota 

diferença significativa entre os tratamentos (teste t; p<0,05). 

 

6.4 Discussão 

As respostas observadas no perfil de leucócitos são moduladas pela 

liberação de glicocorticóides, estes hormônios alteram as proporções entre 

leucócitos por ações sobre a distribuição destas células entre a corrente 

sanguínea e demais tecidos. Em resposta ao estresse, os linfócitos se ligam às 

células endoteliais e passam para tecidos como o baço, a pele e nódulos 

linfáticos. Dessa forma, a quantidade de linfócitos na corrente sanguínea 

diminui. No caso dos neutrófilos, a ação dos glicocorticóides é contrária, já que 

estas células migram dos tecidos mencionados para a corrente sanguínea, 

aumentando a quantidade de neutrófilos circulantes (DAVIS et al. 2008). 

As diferenças observadas demonstram que a exposição ao RD induziu 

uma resposta de estresse mais acentuada. No caso da razão N:L, os animais 
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da exposição exibiram uma resposta duas vezes maior do que a apresentada 

no controle. De fato, diversos trabalhos demonstram que exposições a baixas 

concentrações de RD (menores do que 50% da CL5096h) geram respostas de 

estresse fisiológico (SOSO et al., 2007). Em oposição a isso, exposições mais 

altas podem inibir a resposta de estresse (CERICATO et al., 2008).  

A explicação para o efeito antagônico e dose-dependente do RD sobre a 

resposta de estresse fisiológico pode ser elucidada pelas ações dos diferentes 

compostos que constituem este herbicida. O aumento de estresse oxidativo, 

gerado por seus adjuvantes, pode ser responsável por uma maior ativação do 

eixo HHI, visto que ambos os processos parecem correlacionar-se (DORVAL et 

al., 2003; MILLER et al., 2007). Todavia, os efeitos inibitórios do RD sobre a 

resposta fisiológica de estresse podem ser explicados pelas ações do glifosato 

como supressor da esteroidogênese (WALSH et al., 2000).  Frente às ações 

deste composto na produção de hormônios esteroides, Cericato et al., (2008) 

injetaram ACTH exógeno em indivíduos de R. quelen que haviam passado por 

exposições ao RD e em animais que não haviam passado por exposição. 

Ambos os grupos apresentaram respostas semelhantes de esteroidogênese. 

Dessa forma, é possível que a ação do glifosato não seja apenas sistêmica 

sobre a produção de hormônios esteroides, mas também a nível central, sobre 

a relação entre a interpretação de estímulos estressantes e feedbacks entre o 

hipotálamo e a hipófise (CERICATO et al., 2009). 

Independentemente dos mecanismos de ação, nós observamos um 

aumento na resposta de estresse apresentada por peixes que haviam passado 

por exposição ao RD. Dessa forma, concluímos que este herbicida, na 

concentração testada, possui capacidade de potencializar os efeitos fisiológicos 

causados por agentes estressores a juvenis de R. quelen, mesmo sobre curtos 

períodos de exposição e sob baixas concentrações, tidas como ecologicamente 

relevantes. 
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7 Capitulo V  Efeito da exposição aguda ao Roundup® na diapausa 

embrionária do peixe anual Austrolebias nigrofasciatus  

 

7.1 Introdução 

Os peixes da família Rivulidae (Cyprinodontiformes) são conhecidos 

pelo seu elevado grau de endemismo, risco de extinção e grande diversidade 

de espécies (COSTA, 1998; MARQUES et al., 2002; ARENZON et al., 2003). 

Estes animais ocorrem em áreas úmidas temporárias de campos e banhados - 

verdadeiras poças com baixo volume d’água - que secam sazonalmente. 

Durante os períodos de estiagem, os indivíduos adultos da população morrem 

e permanecem vivos apenas seus embriões, os quais entram em estados 

hipometabólicos de resistência chamados diapausa I, II e III. Esses processos 

ocorrem em diferentes fases da embriogênese e não são obrigatórios (LAUFER 

et al., 2009; PODRABSKY; GARRETT; KOHL, 2010). A regulação da entrada e 

saída desses processos é pouco conhecida, mas fatores ambientais como 

fotoperiodos longos e altas temperaturas aumentam a proporção de embriões 

que não entram na diapausa II (HAND; PODRABSKY, 2000).  Fatores 

maternos também influenciam esse processo, assim como exposições a 

testosterona e estradiol exógenos, apontando assim, hormônios esteroides 

como fortes candidatos a moduladores da diapausa II (PRI-TAL et al., 2011).   

O herbicida RD é o agrotóxico mais utilizado no mundo (SALBEGO et 

al., 2010) e possui em sua formulação glifosato como principio ativo acrescido  

de adjuvantes (JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002). As ações deletérias 

descritas para o RD podem ser divididas de acordo com os compostos que 

fazem parte de sua formulação. Os adjuvantes usados na formulação do RD 

estão relacionados com a potencialização do processo de estresse oxidativo 

(GLUSCZAK et al., 2007; CAVALCANTE; MARTINEZ; SOFIA, 2008). As ações 

descritas para o glifosato se relacionam com diminuição na produção de acetil-

colinesterase cerebral (SALBEGO et al., 2010; SANDRINI et al., 2013), com 

desrregulação na produção de hormônios esteroides in vitro (WALSH et al., 

http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=LAUFER,+GABRIEL
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2000; RICHARD et al., 2005) e in vivo (SOSO et al., 2007; CERICATO et al., 

2008). 

Considerando o papel dos esteróides sexuais na modulação da 

diapausa II e as ações do glifosato nas vias esteroidogênicas, hipotetizamos 

que exposições ao RD iram alterar a entrada e saída deste estado. Sendo 

assim, o objetivo do trabalho foi testar a ação do RD sobre os padrões de 

diapausa II em embriões de A. nigrofasciatus.  

 

7.2 Material e métodos 

 

Animais experimentais 

 Para a realização do experimento foram utilizados 120 embriões de A. 

nigrofasciatus obtidos a partir de reprodutores do laboratório de Fisiologia 

Aplicada à Aquicultura (UFPel). Todos estavam na mesma fase de 

desenvolvimento embrionário (dispersão/reagregação) (WOURMS, 1972c) e 

estavam estocados da mesma forma, dentro de potos com 5ml no escuro e 

temperatura constante (20oC). 

 

Tratamentos 

 Foram utilizados três grupos, um controle (n=40) com embriões que não 

passaram por exposição e dois tratamentos (n=40 cada) no qual os animais 

foram expostos durante 96h às concentrações nominais de 1mg/L e 10mg/L de 

Roundup Transorb®. Os tratamentos foram realizados com quatro repetições 

feitas com 10 embriões em cada. 

 

Desenho experimental 

 Após exposição por 96h ao RD, os embriões foram observados em sete 

períodos para acompanhamento de seu desenvolvimento embrionário 

(estereomicroscópio). A primeira observação foi feita logo após as 96h de 

exposição e a segunda observação feita cinco dias pós-exposição (DPE). Em 

ambos os períodos foi observado o estágio de desenvolvimento dos embriões. 

A terceira observação foi feita 15DPE, quando se quantificou o número de 

somitos de cada embrião. Nos períodos de observação restantes (30, 35, 40 e 

47DPE) foi observada a taxa de embriões pigmentados (no de animais 
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pigmentados/ no total de embriões). A observação destas características foi 

feita com o intuito de se avaliar a proporção de embriões em diapausa II, visto 

que embriões neste estado permanecem no período de somitogênese, dessa 

forma, ainda não apresentam a formação de melanócitos, células responsáveis 

pela produção do pigmento melanina. 

  

Análise estatística 

 Os dados são apresentados na forma de média  desvio padrão. Os 

dados referentes à razão de embriões pigmentados foram testados mediante 

ANOVA (uma via), após terem sido feitos os testes de Kolmogorov-Smirnov 

(normalidade) e Levene (homogeneidade da variância). Diferenças 

significativas entre médias foram determinadas pelo emprego do teste post hoc 

de Tukey. Os dados acerca do número de somitos foram analisados pelo teste 

de Kruskal-Wallis, seguido do teste post-hoc de Tukey. Todas as análises do 

trabalho foram feitas a partir dos programas Statistica 7.0® e Sigmaplot 11.0®. 

Todos os testes foram considerados sob um nível de significância de 95% 

(p<0,05). 

 

7.3 Resultados 

 O número de somitos dos embriões após 15 DPE não foram diferentes 

entre os tratamentos (controle: 13,72±5,95; 1mg/L: 13,95±6,90; 10 mg/L: 

14,17±7,41) (Fig.9). Entretanto, encontramos diferenças na taxa de embriões 

pigmentados 30 DPE, visto que o tratamento de 10mg/L apresentou menos 

animais pigmentados em relação ao controle (Fig.10). A taxa de embriões não 

pigmentados na menor concentração de RD não apresentou diferença em 

relação ao controle, independentemente do tempo pós exposição  (Tab.3). 
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Figura 9 – Número de somitos de embriões de Austrolebias nigrofasciatus depois 

de 15 dias pós-exposição (durante 96h) a duas concentrações de Roundup 

transorb® (1 e 10mg/L), e grupo controle (Kruskal-Wallis; p=<0,05). Letras 

distintas denotam diferença significativa. 
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Figura 5 – Proporção de embriões de Austrolebias nigrofasciatus pigmentados 30 

dias pós-exposição a duas concentrações de Roundup transorb® (1 e 10mg/L) 

durante 96h, e grupo controle (ANOVA post hoc Tukey; p<0,05). Letras 

distintas denotam diferença significativa. 

 

Tabela 3 - Proporção de embriões pigmentados de Austrolebias nigrofasciatus após 

exposição a duas concentrações de Roundup transorb® (1 e 10mg/L) durante 

96h e grupo controle (ANOVA post hoc Tukey; p<0,05). Letras distintas 

denotam diferença significativa  em cada linha. 

Dias pós-

exposição 

Controle 

(Media±DP) 

1mg/L 

(Media±DP) 

10mg/L 

(Media±DP) 

30 0,22±0,09ª 0,17±0,09ª 0,05±0,05b 

35 0,32±0,15ª 0,22±0,17ª 0,15±0,12ª 

40 0,42±0,15ª 0,37±0,15ª 0,35±0,12ª 

47 0,47±0,12ª 0,37±0,15ª 0,42±0,09ª 
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7.4 Discussão 

 Os estudos acerca dos processos de diapausa em Rivulidae são 

dificultados pela ausência de características morfológicas que permitam a 

identificação de tais processos. Frente a isso, Podrabsky et al. (2010) 

Descreveram características morfológicas e fisiológicas para diferenciar 

embriões de Austrofundulus limnaeus que seguiriam ou não rotas de 

desenvolvimento passando por diapausas, porém ainda faltam trabalhos que 

demonstrem se estas carcaterísticas são aplicáveis para todo o taxon 

Rivulidae. Frente a isso, tentamos avaliar a entrada e saída das diapausas a 

partir de sucessivas análises morfológicas ao longo do desenvolvimento dos 

embriões, dessa forma, foi possível avaliar se os animais de todos os 

tratamentos seguiram um mesmo padrão de desenvolvimento ao longo do 

tempo.  

 Nossa primeira análise, feita 15 após o período de exposição ao RD, 

demonstrou que os embriões dos diferentes grupos possuíam um mesmo 

número de somitos. Sendo assim, se desenvolveram da mesma forma durante 

esses 15 dias, demonstrando que a exposição ao RD provavelmente não teve 

efeito sobre os padrões de diapausa I. Nossa segunda análise, feita 30 dias 

após o período de exposição ao RD, demonstrou que os embriões do grupo da 

exposição a 10mg/L possuíam uma proporção menor de embriões 

pigmentados. Isso nos leva a crer que o desenvolvimento desses animais 

estava atrasado em relação aos outros grupos. Este atraso pode demonstrar 

que a exposição ao RD aumentou a quantidade de embriões que entraram na 

diapausa II, ou fez com eles permanecessem por mais tempo nesta fase. 

Todas as análises feitas após 30 DPE demonstram que a proporção de 

embriões pigmentados foi igual entre os tratamentos. Dessa forma, as 

proporções de embriões que permaneceram na diapausa II de cada grupo se 

igualaram com o passar do tempo (35 dias em diante).  

Pouco se sabe sobre os fatores endógenos que regulam os processos 

de diapausa em peixes anuais, mas hormônios esteroides parecem ter 

influência sobre este processo, principalmente sobre a diapausa II 

(PODRABSKY et al. 2010). Portanto, ações do RD sobre a esteroidogênese 

podem explicar as alterações na proporção de embriões na diapausa II 

observadas no nosso trabalho. É interessante observar que as exposições 
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neste estudo foram impostas a embriões que se encontravam na diapausa I, 

portanto, no inicio de seu desenvolvimento. As alterações observadas foram 

perceptíveis muitos dias após a exposição (30 dias), demonstrando que 

exposições agudas ao RD podem gerar alterações de longo prazo.  

Alterações sobre os processos de diapausa em Rivulidae podem ter 

consequências importantes para suas populações, considerando o valor 

adaptativo desse processo no que tange a sua sincronia com os ritmos de 

cheia/seca do ambiente onde esses animais ocorrem. Dessa forma, as 

alterações observadas pós exposição ao RD sobre o desenvolvimento de A. 

nigrofasciatus podem diminuir o “fitness” de suas populações, mesmo sobre 

exposições agudas. Mais trabalhos são necessários para elucidar essas ações, 

principalmente no que tange a produção e metabolismo de hormônios 

esteroides, prováveis hormônios reguladores da diapausa II. 
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8 Capitulo VI - Alterações no desenvolvimento embrionário do peixe-rei  

Odonthestes humensis após exposição ao herbicida Roundup Transorb® 

 

8.1 Introdução 

O peixe-rei Odonthestes humensis é um peixe Sul Americano de água 

doce pertencente à ordem Atheriniformes, família Atherinopsidae, 

popularmente conhecido como Peixe-rei. São animais introduzidos em países 

da América Latina (Bolívia e Chile) e Ásia como promissores candidatos à 

aquicultura continental (TSUZUKI et al., 2000). No Japão essa espécie possui 

grande importância comercial onde sua carne é muito apreciada na culinária 

local. Os Atherinopsidae se distribuem naturalmente no Estado do Rio Grande 

do Sul, desde o norte, na Lagoa Itapeva, até a região das grandes lagoas na 

Fronteira Sul, onde existem reservas de água doce, composta pela Lagoa dos 

Patos, Mirim e Mangueira (GROSMAN, 2002).  

A prática de monoculturas como o arroz, a aveia e a soja, é muito 

importante na economia do Rio Grande do Sul, porém a utilização de 

agrotóxicos nessas plantações pode poluir as reservas de água doce do estado 

(SALBEGO, 2010). A produção de peixes no Sul do Brasil é abastecida a partir 

destas reservas, portanto, os contaminantes provenientes destas plantações 

podem acabar por interferir na vida de animais de criação como também em 

espécies nativas da região. 

O Roundup® é um dos agrotóxicos mais utilizados no mundo 

(SALBEGO, 2010), possui ação não seletiva e atua no controle de plantas 

daninhas indesejadas que crescem junto às plantações (WILLIAMS et al., 

2000). Este praguicida é composto por um principio ativo glifosato e por 

adjuvantes que auxiliam o glifosato a penetrar no tecido dos vegetais 

(JIRAUNGKOORSKUL et al., 2002). Estudos mostram que esses componentes 

possuem ações deletérias sobre a fisiologia de vertebrados. A ação dos 

adjuvantes está relacionada ao aumento do processo de estresse oxidativo 

(CAVALCANTE et al., 2008), já o glifosato possui duas ações deletérias 
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comprovadas, atuando como desregulador endócrino pela inibição da 

transcrição de proteínas importantes para o processo de esteroidogênese e 

também aumentando a atividade do ácido retinóico durante o desenvolvimento 

embrionário, levando a alterações crânio-faciais (PAGANELLI et al., 2010).   

Levando-se em consideração a importância econômica dos estoques 

pesqueiros de O. humensis, assim como a grande quantidade de Roundup® que 

é lixiviada para as reservas de água doce do estado, o objetivo do trabalho foi 

avaliar a ação do Roundup® sobre o desenvolvimento embrionário desta 

espécie a partir da avaliação da morfologia crânio-facial e da pigmentação de 

seus embriões. 

 

8.2 Material e métodos 

 

Animais experimentais  

Para a realização dos experimentos, foi utilizado um total de 4158 

embriões recém fertilizados de O. humensis provenientes de reprodutores 

capturados por pescadores da Lagoa Mangueira. Os experimentos foram 

realizados na Estação de Piscicultura da Barragem do Chasqueiro, durante o 

mês de setembro. 

 

Desenho experimental 

 No experimento foram utilizadas quatro tratamentos (1, 5, 10 e 15 mg/L 

Roundup Transorb R®) feitos em triplicata, e um controle feito com quatro 

repetições. Os experimentos foram feitos em recipientes com volume de 4L, 

aeração constante, temperatura ambiente e fotoperíodo natural. Cada repetição 

possuía 2g de ovos (aproximadamente 250 embriões). O experimento teve 

duração de 96h e foram observados 10 embriões de cada repetição 

(esteriomicroscópio) em três períodos distintos: 48h, 72h e 96h de exposição, 

sendo observada a fase do desenvolvimento, a proporção de embriões 

pigmentados (%), o diâmetro dos olhos (DO) e o espaço entre os olhos (EO). 

Embriões mortos foram retirados diariamente das repetições e ao final do 

experimento foi calculada a mortalidade diária acumulada.  As diluições do RD 

foram feitas com água desclorada e a qualidade da água foi controlada 

diariamente (temperatura 22,8±0,12oC; pH 6,4±0,17; NH3 0,25±0,00ppm). 
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Análise estatística 

Os dados da DO e do EO não possuíam distribuição normal, dessa 

forma, foram analisados a partir do teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste 

post-hoc de Dunn. Os dados referentes às proporções de embriões 

pigmentados e mortalidade foram analisados com testes de chi2. As análises 

foram feitas com uso dos softwares Statistica 7® e SigmaPlot 11.0® sob o nível 

de significância de 95% (p<0,05). 

 

8.3 Resultados  

O primeiro caractere observado foi o estágio do desenvolvimento no qual 

os animais se encontravam após 48h de exposição ao RD. Os embriões de 

todos os tratamentos se encontravam na mesma fase (nêurula). Tendo-se 

completado 72h de exposição, observou-se a proporção de embriões 

pigmentados. As proporções de embriões pigmentados de todos os 

tratamentos foram diferentes da proporção observada para o grupo controle 

(Fig.6).   
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Figura 6 – Proporção de embriões Odontesthes humensis pigmentados após 72h 

de exposição a quatro concentrações de Roundup transorb® (1, 5, 10 e 

15mg/L) e grupo controle. * denota diferença significativa em relação ao grupo 

controle (Teste de Chi2). 

 

Tendo-se completado 96h de exposição, foram medidos o DO e o EO. 

As medidas do DO de todos os tratamentos foram diferentes do grupo controle. 

Diferenças também foram encontradas entre os tratamentos (Fig.7). Da mesma 

forma, as medidas do EO de todos os tratamentos foram diferentes do grupo 

controle. Diferenças também foram encontradas entre os tratamentos, visto que 

o tratamento de 1mg/L diferiu de todas os outros (Fig.8). Por fim, diferenças na 

mortalidade dos embriões foram observadas apenas no tratamento de 15mg/L, 

a qual foi maior que a do grupo controle em todos os dias (48h, 72h e 96h) 

(Tab. 4).  
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Figura 7 - Diâmetro do olho de embriões de Odontesthes humensis depois de 

exposição a quatro concentrações de Roundup transorb® (1, 5, 10 e 15mg/L) 

por 96h e grupo controle (Kruskal-Wallis; p=<0,05). Letras distintas denotam 

diferença significativa. 
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Figura 8 – Espaço entre olhos de embriões de Odontesthes humensis depois de 

exposição a quatro concentrações de Roundup transorb® (1, 5, 10 e 15mg/L) 

por 96h e grupo controle (Kruskal-Wallis; p<0,05). Letras distintas denotam 

diferença significativa. 
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Tabela 4 - Mortalidade de embriões de Odontesthes humensis depois de exposição 

a quatro concentrações de Roundup transorb® (1, 5, 10 e 15mg/L) por 96h e 

grupo controle. Números em negrito denotam diferença significativa em relação 

ao grupo controle na respectiva coluna (Teste de Chi2).  

Tratamentos Número 

amostral 

Mortalidade 

acumulada 48h 

(%) 

Mortalidade 

acumulada 72h 

(%) 

Mortalidade 

acumulada 96h 

(%) 

Controle 982 30 37 40 

1mg/L 815 28 35 37 

5mg/L 734 32 39 40 

10mg/L 791 34 40 43 

15mg/L 836 47 68 74 

 

8.4 Discussão  

 Os resultados obtidos no trabalho proporcionaram a elaboração de duas 

hipóteses sobre a ação do RD na embriogênese, são elas: 1) A exposição ao 

RD atrasa o desenvolvimento embrionário; 2) A exposição ao RD provoca 

alterações morfológicas durante a formação do embrião. 

 A primeira hipótese é sustentada pela interpretação de que as diferenças 

encontradas nas taxas de pigmentação demonstram atraso no 

desenvolvimento embrionário. Dessa forma, os embriões expostos chegaram 

ao estágio de formação de pigmentos mais tardiamente. Seguindo a mesma 

lógica, as diferenças encontradas nas medidas do DO e no EO, feitas após 96h 

do inicio do experimento, demonstram que os embriões das exposições 

possuíam tecidos menos desenvolvidos, evidenciando atraso no processo de 

organogênese.  

 A segunda hipótese é sustentada pelas ações teratogênicas já descritas 

para o RD. Em relação a esta hipótese, as alterações encontradas nas 

medidas do DO e no EO se relacionam com os efeitos do glifosato sobre a 

produção do ácido retinóico (aumento na produção), sinalizador celular 

importante para o desenvolvimento embrionário. De fato, a super produção de 

ácido retinóico já foi relacionada com a diminuição no tamanho do olho e 
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alterações crânio-faciais (PAGANELLI et al. 2010). Em relação a esta hipótese, 

as diferenças observadas nas taxas de pigmentação podem ser explicadas por 

danos gerados pelo estresse oxidativo. Este processo pode resultar na morte 

dos melanócitos ou na destruição do pigmento melanina (KUMAR, et al. 2012) 

causando pigmentação menos intensa nos embriões. Portanto, a segunda 

hipótese é considerada interpretando-se as diferenças observadas em DO e 

EO como alterações morfológicas do desenvolvimento embrionário e não como 

resultados de atraso no desenvolvimento, ideia sustentada pela primeira 

hipótese. 

Independentemente das hipóteses elaboradas para a explicação dos 

mecanismos de ação do RD, conclui-se que este herbicida gera alterações 

embrionárias de forma concentração-dependente, mesmo em exposições 

agudas. Porém, é necessário testar as hipóteses levantadas assim como as 

possíveis implicações que essas alterações podem ter sobre a sobrevivência 

desses animais. 



 

9 Considerações finais 

 Ao fim da apresentação dos resultados obtidos no presente estudo, 

alguns pontos merecem maior consideração. O primeiro deles é o fato de que 

foram usadas espécies nativas do sul do Brasil. O uso de herbicidas a base de 

glifosato na região é grande, mas em contraste a isso, poucos são os estudos 

que procuraram testar as ações destes herbicidas em espécies nativas da 

região. Em resposta a isso, nosso trabalho traz resultados para quatro espécies 

da região, sendo o primeiro relato de ações do RD para animais das famílias 

Atherinopsidae e Rivulidae.  

 Outro ponto que merece ser ressaltado são as ações sobre A. 

nigrofasciatus, teleósteo modelo de estudo para peixes anuais. A família 

Rivulidae constitui um desafio no que tange à biologia da conservação. Ao 

mesmo tempo, este grupo se demonstra como excelente modelo biológico para 

estudos, tanto ecológicos como fisiológicos e ecotoxicológicos. Nossos 

resultados preliminares sobre uma possível ação do RD nos processos de 

diapausa merecem continuidade visto a importância da diapausa para o grupo. 

 As ações observadas do RD sobre a tolerância térmica são dados 

inéditos no meio científico. Considerando as preocupações com o aquecimento 

global e as grandes quantidades de RD usadas no mundo, essa linha de 

pesquisa possui grande potencial na construção de conhecimento aplicável à 

conservação.   

 Considerando todos os resultados que foram apresentados no trabalho, 

podemos concluir que o RD, mesmo em baixas concentrações, pode interferir 

em diversos aspectos da história de vida de teleósteos, sendo eles 

sobrevivência (diminuição da tolerância térmica e potencialização da resposta 

de estresse), desenvolvimento embrionário e reprodução, processos 

importantes para o mantimento saudável das populações animais.  

 

Licenças 

 As coletas animais foram realizadas com licença do IBAMA/ICMBio (no. 

41907-1) e os experimentos realizados de acordo com o Comissão de Ética em 

Experimentação Animal (CEEA) da instituição, processo Nº. 

23110.001655/2012-03. 
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