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Avaliacao do efeito mutagénico e citotéxico do agroquimico Roundup
em células de mamiferos e anfibios

Evaluation of the mutagenic and cytotoxic effect of Roundup on
mammalian and amphibian cells

Gisele Redivo Gongalves?, Patricia Aline Bressiani2, Anna Karolina Gomes Oliveira3,
Elisangela Dusman?, Eduardo Michel Vieira Gomes®

RESUMO

O aumento do uso de agroquimicos trouxe, inegavelmente, uma maior producdo agricola, mas também,
impactos ao meio ambiente e a salde humana. Este estudo teve como objetivo avaliar a citotoxicidade e a
mutagenicidade do agroquimico Roundup® para as células hepéticas humanas (HuH7.5) in vitro e para os
anfibios Lithobates catesbeianus in vivo. Para o teste de citotoxicidade do MTT com as células HuH7.5 foram
testadas as concentracdes 0,05%, 0,025% e 0,01% do agroquimico, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Para
o teste do microndcleo com os girinos de ra-touro (L. catesbeianus) foram testadas as concentragbes de
0,05%, 0,025%, 0,01% e 0,005% do Roundup®, expostos por 14 dias a estas solu¢des. O Roundup® reduziu
significativamente a viabilidade celular em todas as concentra¢des testadas in vitro, exceto na concentracéo
de 0,01% no tempo de 24h. In vivo, a maior concentracdo do Roundup® (0,05%) resultou ha mortalidade de
100% dos animais e a concentragdo de 0,025% de 60% destes. O agroquimico ainda foi citotéxico, pela
formacédo de alteragdes nucleares nos anfibios, em todas as concentracdes testadas e foi mutagénico nas
concentracdes de 0,005% e 0,01%. Desse modo, a aplicacdo do agroquimico em areas de cultivo deve ser
normalizada e analisada.

PALAVRAS-CHAVE: HUH7.5, Lithobates catesbeianus, microndcleo, MTT.

ABSTRACT

The increased use of agrochemicals has undeniably brought greater agricultural production, but also impacts
on the environment and human health. This study aimed to evaluate the cytotoxicity and mutagenicity of the
agrochemical Roundup® for human liver cells (HuH7.5) in vitro and amphibians Lithobates catesbeianus in
vivo. For the cytotoxicity test of MTT with HuH7.5 cells were tested concentrations 0.05%, 0.025% and 0.01%
of agrochemical, at times of 24, 48 and 72 hours. For the micronucleus test with the bullfrog tadpoles (L.
catesbeianus) the concentrations of 0.05%, 0.025%, 0.01% and 0.005% of Roundup were tested, exposed for
14 days to these solutions. Roundup® significantly reduced cell viability in all concentrations tested in vitro,
except in the concentration of 0.01% in 24h. In vivo, the highest concentration of Roundup® (0.05%) resulted
in the mortality of 100% of the animals and the concentration of 0.025% of them. The agrochemical was still
cytotoxic, by the formation of nuclear changes in amphibians at all concentrations tested and was mutagenic
at concentrations of 0.005% and 0.01%. Thus, the application of agrochemical in cultivation areas should be
normalized and analyzed.
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INTRODUCAO

A agricultura responde por, aproximadamente, 24% do PIB brasileiro (CEPEA,
2023), tendo assim um papel importante na economia nacional. O aumento da
produtividade agricola se deu, principalmente, pelo desenvolvimento da tecnologia nas
areas de magquinérios, fertilizantes e corretivos, melhorias genéticas e uso de herbicidas e
inseticidas (LISBOA et al., 2021).

O uso de herbicidas se tornou tao popular que diversos produtores comecaram a
importar estas mercadorias, dentre elas o glifosato, conhecido pelo nome comercial de
Roundup® (EMBRAPA, 2018). O glifosato, por ser o pesticida com mais vendas no Brasil,
virou alvo de pesquisas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e,
consequentemente, de diversos estudos em todo o pais. Assim, € necessario avaliar se o
Roundup® sera restringido pois, por mais que nao existam evidéncias suficientes para ele
se provar carcinogénico, ainda existe a possibilidade de outras caracteristicas toxicologicas
além desta (ANVISA, 2022).

O crescente numero de uso de inseticidas e pesticidas pode ser danoso ao meio
ambiente. Dessa forma, para determinar o quanto uma substancia € prejudicial a natureza,
faz-se 0 uso de bioindicadores. Bioindicadores séo espécies que demonstram se ocorreram
ou nao transformacdes naquele local, principalmente pela medicdo de seus parametros
biolégicos, chamados biomarcadores (CAMPELO et al., 2022).

Um exemplo é o uso do bioindicador anfibio e o biomarcador teste do micronucleo.
O teste do micronucleo € utilizado para evidenciar os efeitos citotdxicos e mutagénicos que
0s agroquimicos podem causar (FENECH, 2000). Outro exemplo é o uso de cultura celular
in vitro e o teste de citotoxicidade. Testes de toxicologia in vitro avaliam as alteracdes
presentes nas células feitas por mecanismos externos. Um teste comumente utilizado € o
método do MTT in vitro, que é amplamente aplicado em células de mamiferos, e tem como
base a deteccdo de degeneracdes celulares causadas por poluentes em quaisquer
guantidades, tendo como resultado a morte celular (MOSMANN, 1983).

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a citotoxicidade e a mutagenicidade
do agroquimico Roundup® para cultura de células de mamiferos e para os girinos de
Lithobates catesbeianus.

MATERIAIS E METODOS
SOLUCAO TRATAMENTO

O agroquimico Roundup® foi adquirido em comércio local. Foram preparadas
suspensdes nas concentracdes de 0,005%, 0,01%, 0,025% e 0,05% de Roundup® diluidas
em agua destilada estéril.
TESTE DE CITOTOXICIDADE COM CULTURA DE CELULAS

As células hepaticas (HUH7.5) foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm?

contendo 10 mL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal
(Invitrogen — Carlsbad, CA, EUA) e incubadas em estufa tipo BOD a 37 °C com 5% de COx.
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Para realizar o teste da atividade citotoxica foi utilizado o ensaio MTT, de acordo com
0 protocolo sugerido por Mosmann (1983), com modificagbes. Foram utilizadas placas de
cultivo de 96 pocos onde, em cada poco, foram semeadas 1,0x10* células HUH7.5, com
excecgdo do poco de controle sem célula (branco). Apds 24 horas, o meio de cultura de cada
poco foi descartado e adicionou-se 100 uL de meio completo para os grupos: controle
negativo (CO-) (meio de cultura), controle positivo (CO+) com o agente citotdéxico metil
metanossulfanato (MMS 500 pM) e os tratamentos com as concentracfes de 0,01%,
0,025% e 0,05% do agroquimico. Antes do tratamento, as solu¢des de Roundup® foram
filtradas em milipore 0,22um.

As células foram incubadas por 24, 48 e 72 horas e, apdés esse tempo, 0 meio de
cultura foi substituido por 100 uL de meio de cultura ndo suplementado, acrescido de MTT
(0,267 mg mL-1).

Os resultados foram apresentados como média e desvio padréo das absorbancias e
submetidos a andlise de variancia (one way ANOVA), seguido do teste de Dunnet, com o
uso do programa Action Stat. As diferencas foram consideradas sendo estatisticamente
significativas quando o valor de p foi menor que 0,05.

Os valores percentuais de viabilidade celular (VC) foram estimados por meio da
Equacéao 1.

Ve = (ﬂ) x 100 1)

ABSCO_

Onde:
VC = Viabilidade celular [%0];
ABS; = Absorbancia do tratamento;
ABS;o_ = Absorbancia do controle negativo.

TESTE DE CITOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE EM GIRINOS DE Lithobates
catesbeianus

O teste do micronucleo com sangue de girinos de ra-touro (L. catesbeianus) seguiu
a metodologia descrita por Gauthier et al. (2004) e Goncalves et al. (2015), com
modificagcdes. Os girinos foram obtidos de uma fonte comercial, todos provenientes da
mesma desova e na mesma fase de desenvolvimento (entre fases 26 a 39 de Gosner). Eles
foram aclimatados em aquarios contendo 5 litros de agua mineral por 7 dias. Em seguida,
foram separados em grupos de 5 girinos por aquario, juntamente com 5 litros das amostras
de cada concentracdo do Roundup® (0,005%, 0,01%, 0,025% e 0,05%). O grupo controle
negativo foi realizado com 5 litros de agua mineral. O projeto tem aprovacdo do Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Protocolo
20.594.198-3).

Os girinos permaneceram por 14 dias nestas solugdes controle e tratamento, a
temperatura de 22+2°C, com aeracao constante e foram alimentados com racéo de peixe
a cada 2 dias. A cada 48 horas os parametros pH, oxigénio dissolvido e temperatura, foram
determinados das solugBes controle e tratamento, por meio de uma sonda multiparametro
portatil Horiba U-52, mantendo o meio adequado ao crescimento e desenvolvimento dos
animais.
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Apos os 14 dias, os girinos foram anestesiados e eutanasiados, sendo retirado seu
sangue caudal. As laminas com o sangue foram analisadas determinando a frequéncia de
micronucleos e outras alteracfes nucleares (células segmentadas, células binucleadas,
células com broto e células reniforme) em 1000 eritrécitos para cada girino, usando o
microscopio optico de luz, com aumento da objetiva de imersao (100 X).

Os calculos do numero médio de micronucleos, do percentual de micronucleos, do
numero médio de alteracdes nucleares e do percentual de alteracdes nucleares de cada
grupo controle foram realizados e tratados. A analise estatistica foi feita pelo teste de
Kruskal-Wallis (a=0,05; n=5).

RESULTADOS E DISCUSSOES

CELULAS HuH7.5

Ao realizar o teste de MTT em células hepéaticas (HuUH7.5), é visto que, no tempo de
24h a concentracdo de 0,01% nao apresentou nenhuma alteracdo estatisticamente
significativa em relacdo ao controle negativo, inclusive, a viabilidade celular foi de 93,59%
(Tabela 1). Ja para o mesmo periodo de tempo, nas demais concentracdes (0,025% e
0,05%), foi observada uma diminuicdo estatisticamente significativa das absorbancias
médias, com viabilidades celulares menores que 48% e 28% (Tabela 1), respectivamente,
indicando citotoxicidade deste agroquimico.

Tabela 1 - Viabilidade celular de células tumorais hepaticas tratadas por 24, 48 e 72 horas com as
concentracdes (%) do agroquimico Roundup®.

HuH7.5

Grupos VC [%]
" 24h  48h 72h

CO- 100 100 100

CO+ 39,19* 29,66* 21,83*

0,01 93,59 68,96* 58,06*

0,025 47,61* 24,95* 20,24*

005  27,63* 23,26* 19,15*
CO-: Controle Negativo, CO+: Controle
Positivo. * Resultado estatisticamente
diferente do controle negativo (CO-).
Fonte: Autoria propria, 2023.

J& nos tempos de 48 e 72 horas pode-se observar que as trés concentracdes
avaliadas (0,01%; 0,025% e 0,05%) apresentaram absorbancias estatisticamente menores
gue as do controle negativo e efeito citotoxico. Pode-se observar uma evidente reducdo da
viabilidade celular (Tabela 1), com o passar do tempo de exposicao (de 24 para 72 horas),
para todas as concentracfes do agroquimico Roundup®. Assim como, reducdo da
viabilidade celular com o aumento da concentracédo do agroquimico (de 0,01% para 0,05%)
no mesmo tempo de avaliacdo. Portanto, aumentando tanto a concentragdo do agroquimico
Roundup®, quanto o periodo em que as células estiveram em contato com ele, diminui-se
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a absorbancia e, consequentemente, uma maior citotoxicidade é observada. No estudo
realizado por Olah et al. (2022) também foram confirmados os efeitos citotéxicos do Roundup
(R), seu ingrediente ativo glifosato (na forma de seu sal de isopropilamina) e seu surfactante
formulador polietoxilado amina (POE-15) para as linhagens de células murinas NE-4C e
MC3T3-E1.

Lithobates catesbeianus

Os parametros fisico-quimicos dos aquarios demonstraram que os anfibios estavam
em meios favoraveis para sobrevivéncia, porém, pode-se observar a mortalidade dos
anfibios ao longo do experimento. Para a concentracdo de 0,025% a mortalidade final foi
de 60% e, na maior concentracdo do Roundup® (0,05%) os anfibios tiveram sua taxa de
mortalidade méxima (100%) ao completar somente 24h em solucdo. Assim, pode-se
observar que o agroquimico induziu a mortalidade dos animais expostos, de acordo com a
concentragdo do mesmo.

Dos animais sobreviventes foi possivel observar as alteracées nucleares (Figura 1).
Todos 0s grupos tratados com 0 agroquimico se mostraram citotoxicos e, novamente
dependente da dose avaliada, pois, quanto maior a concentracao, maior o percentual médio
de alteracfes nucleares. Um estudo realizado por Lioi et al. (1998) demonstrou um aumento
nas alteraces cromossdmicas em culturas de ceélulas de linfocitos bovinos quando em
contato com uma maior concentracdo do agroquimico Roundup®, confirmando a
proporcionalidade entre a dosagem e as alteragbes cromossomicas.

Figura 1. Porcentagem média de alteragdes nucleares (A) e de micronucleos (B) encontradas nos
grupos controle negativo (CO-) e tratados com as concentracdes (%) do agroguimico Roundup®.
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Fonte: Autoria propria, 2023.

Com relacao ao percentual de micronucleos (Figura 1), as concentracdes de 0,005%
e 0,01% se apresentaram mutagénicas, ja a concentracdo de 0,025% nao apresentou
mutagenicidade. Este resultado pode ser devido a morte das células com alteracdes
nucleares (identificadas pela citotoxicidade), o que diminuiu a presenca de células com
micronucleos nesta concentracédo avaliada.

CONCLUSAO
O presente estudo mostrou que as diferentes concentragdes do herbicida Roundup®

apresentaram efeito nocivo para as células hepéticas (HuH7.5) in vitro e para os girinos de
ra-touro in vivo. Esses achados indicam que o Roundup®, mesmo em baixas
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concentracfes, pode causar danos celulares e ao material genético dos anfibios e que seu
uso deve ser monitorado e regulamentado.
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