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EXPOSIÇÃO DE GAMETAS, EMBRIÕES E LARVAS DE JUNDIÁ (Rhamdia quelen) 

AO 2,4-D E GLIFOSATO: EFEITOS SOBRE INDICADORES DO EQUILÍBRIO 

REDOX E SOBRE A VIABILIDADE DA PROLE 

 

RESUMO 

 

Os agrotóxicos são produtos formulados, utilizados no ambiente agrícola visando o controle de 

pragas (insetos, animais, plantas ou fungos). Em viveiros escavados, o uso de herbicidas para 

eliminar todas as plantas aquáticas pode reduzir o habitat dos peixes, o suprimento de alimentos, 

o oxigênio dissolvido e a produtividade dos peixes. O objetivo deste trabalho foi avaliar os 

efeitos dos herbicidas 2,4-D, glifosato e a mistura de ambos sobre o estresse oxidativo, a 

genotoxicidade, as taxas de fertilização, eclosão, normalidade larval e sobre os parâmetros 

espermáticos em jundiás. Foram realizados dois experimentos, os quais foram distribuídos em 

delineamento experimental inteiramente casualizado, compostos por dez tratamentos e três 

repetições. Os tratamentos foram constituídos pelo uso de água com diferentes concentrações 

de glifosato (3,0; 6,0; 9,0 e 12,0 mg e.a. L-1), 2,4-D (5,0; 10,0; 20,0 e 30,0 mg e.a. L-1) e a 

mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de glifosato) tanto para a 

incubação dos ovos quanto para a ativação do sêmen. Os ovos e o sêmen do grupo controle 

foram, respectivamente, incubados e ativados em água destilada. Os ovos incubados por 1 hora 

em incubadoras de fibra de vidro foram transferidos para placas de cultivo celular de 24 poços 

a uma densidade de 5 ovos por poço, contendo 2 mL de água contaminada em cada poço. 

Decorridas 12 horas após a fertilização artificial, foi mensurada a taxa de fertilização. A taxa 

de eclosão foi mensurada 38 horas após a fertilização artificial. A taxa de normalidade larval 

foi mensurada 62 horas após a fertilização artificial. Os ovos incubados por 1 hora em 

incubadoras de fibra de vidro foram transferidos para recipientes plásticos contendo 200 mL de 

água contaminada, a uma densidade de 3,0 mL de ovos (401 ± 33 ovos) por recipiente plástico. 

As larvas foram coletadas 45 horas após a fertilização artificial e, posteriormente, analisadas a 

atividade das enzimas catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST), superóxido dismutase 

(SOD), lipoperoxidação (LPO) e carbonilação de proteínas (PCO). Os ovos incubados por 1 

hora em incubadoras de fibra de vidro foram transferidos para recipientes plásticos contendo 

100 mL de água contaminada, a uma densidade de 1,5 mL de ovos (173 ± 23 ovos) por 

recipiente plástico. As larvas foram coletadas 48 horas após a fertilização artificial e, 

posteriormente, foram quantificados os danos no DNA. Alíquotas de sêmen foram avaliadas 

pelo plugin CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) em software livre. O movimento dos 

espermatozoides foi avaliado aos 12 e 14 segundos após o início da ativação espermática. As 

variáveis analisadas foram: motilidade espermática, linearidade, velocidade curvilínea (VCL), 

velocidade média de deslocamento (VAP), velocidade em linha reta (VSL) e velocidade 

espermática (VE). A exposição ao glifosato e à mistura dos herbicidas diminuiu 

significativamente a fertilização dos ovócitos e a eclosão dos ovos. A água contaminada com o 

2,4-D não afetou as taxas de fertilização e eclosão. As diferentes concentrações de 2,4-D e 

glifosato, além da mistura de ambos, não afetaram as taxas de normalidade larval. A atividade 

da CAT, da GST, da LPO e da PCO não foram alteradas em nenhuma das concentrações 

testadas de glifosato, 2,4-D e da mistura dos herbicidas. A atividade da SOD não foi evidenciada 

em nenhum dos tratamentos. A exposição ao 2,4-D e à mistura dos herbicidas provocou danos 

ao material genético das larvas de jundiá. A exposição ao glifosato não induziu a quebra na fita 

do DNA de larvas de jundiá. Os herbicidas 2,4-D, glifosato e a mistura de ambos foram 

prejudiciais para a motilidade dos espermatozoides. A linearidade, a VCL, a VAP, a VSL e a 



VE não foram afetadas pelo uso do glifosato, do 2,4-D e da mistura dos herbicidas. Nossos 

resultados mostram que apesar de terem sido utilizadas altas concentrações dos herbicidas, 

foram detectadas alterações causadas pelos mesmos em apenas alguns dos biomarcadores 

testados. 

 

Palavras-chave: ácido 2,4-diclorofenoxiacético, espermatozoide, estresse oxidativo, peixe, 

reprodução 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



EXPOSURE OF GAMETES, EMBRYOS AND LARVAE OF SILVER CATFISH 

(Rhamdia quelen) TO 2,4-D AND GLYPHOSATE: EFFECTS ON REDOX BALANCE 

INDICATORS AND ON THE VIABILITY OF OFFSPRING 

 

ABSTRACT 

 

Pesticides are products formulated used in the agricultural environment to control pests (insects, 

animals, plants, or fungi). In excavated ponds, the use of herbicides to eliminate all aquatic 

plants can reduce fish habitat, food supply, dissolved oxygen, and fish productivity. The 

objective of this work was to evaluate the effects of the herbicides 2,4-D, glyphosate, and the 

mixture of both on oxidative stress, genotoxicity, the rates of fertilization, hatching, larval 

normality, and on sperm parameters in silver catfish. Two experiments were carried out, which 

were distributed completely randomized experimental design, composed by ten treatments and 

three replications. The treatments consisted of using water with different concentrations of 

glyphosate (3.0; 6.0; 9.0 and 12.0 mg a.e. L-1), 2.4-D (5.0; 10.0; 20.0 and 30.0 mg a.e. L-1) and 

the mixture of both (5.0 mg a.e. L-1 of 2,4-D + 10.0 mg a.e. L-1 of glyphosate) both for the 

incubation of eggs and semen activation. The eggs and semen of the control group were 

incubated and activated in distilled water, respectively. Eggs incubated for 1 hour in fiberglass 

incubators were transferred to 24-well cell culture plates at a density of 5 eggs per well, 

containing 2 mL of contaminated water in each well. 12 hours after artificial fertilization, the 

fertilization rate was measured. The hatching rate was measured 38 hours after artificial 

fertilization. The rate of larval normality was measured 62 hours after artificial fertilization. 

Eggs incubated for 1 hour in fiberglass incubators were transferred to plastic containers 

containing 200 mL of contaminated water, at a density of 3.0 mL of eggs (401 ± 33 eggs) per 

plastic container. The larvae were collected 45 hours after artificial fertilization and, 

subsequently, analyzed the activity of the enzymes catalase (CAT), glutathione-S-transferase 

(GST), superoxide dismutase (SOD), lipoperoxidation (LPO), and protein carbonylation 

(PCO). Eggs incubated for 1 hour in fiberglass incubators were transferred to plastic containers 

containing 100 mL of contaminated water, at a density of 1.5 mL of eggs (173 ± 23 eggs) per 

plastic container. The larvae were collected 48 hours after artificial fertilization and, 

subsequently, DNA damage was quantified. Semen aliquots were evaluated by the CASA 

plugin (Computer Assisted Sperm Analysis) in free software. Sperm movement was assessed 

at 12 and 14 seconds after the start of sperm activation. The variables analyzed were: sperm 

motility, linearity, curvilinear velocity (VCL), average path velocity (VAP), straight-line 

velocity (VSL), and sperm velocity (VE). Exposure to glyphosate and the mixture of herbicides 

significantly decreased the fertilization of oocytes and the hatching of eggs. Water 

contaminated with 2,4-D did not affect fertilization and hatching rates. The different 

concentrations of 2,4-D and glyphosate, in addition to the mixture of both, did not affect the 

rates of larval normality. The activity of CAT, GST, LPO, and PCO were not altered in any of 

the tested concentrations of glyphosate, 2,4-D, and the mixture of herbicides. SOD activity was 

not evident in any of the treatments. Exposure to 2,4-D and the mixture of herbicides caused 

damage to the genetic material of larvae silver catfish. Exposure to glyphosate did not induce 

DNA strand break in larvae silver catfish. The herbicides 2,4-D, glyphosate, and the mixture of 

both were harmful to sperm motility. Linearity, VCL, VAP, VSL, and VE were not affected by 

the use of glyphosate, 2,4-D, and the mixture of herbicides. Our results show that although high 

concentrations of the herbicides were used, changes caused by them were detected in only some 

of the tested biomarkers. 



 

Keywords: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, fish, oxidative stress, reproduction, spermatozoon 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os ecossistemas aquáticos são considerados os receptores finais dos poluentes lançados 

no meio ambiente, estando sujeitos a ação de contaminantes aéreos e terrestres, que chegam, 

respectivamente, aos corpos hídricos por deposição atmosférica e mediante escoamento 

superficial destes pelas chuvas (DOMINGOS, 2006). 

Os resíduos de agrotóxicos chegam ao ambiente aquático através de escoamento direto, 

lixiviação, lavagem de equipamentos e descarte inadequado de embalagens vazias. A 

contaminação da água vai depender das características físicas e químicas do composto e da 

interação dos agrotóxicos com as águas superficiais e subterrâneas e com o solo (CALDAS et 

al., 2011).  

Os agrotóxicos são produtos formulados, utilizados no ambiente agrícola visando o 

controle de pragas (insetos, animais, plantas ou fungos). Mesmo que a função letal dos 

agrotóxicos seja direcionada, estes também podem ocasionar danos fora do seu alvo (VEIGA 

et al., 2006). Em viveiros escavados, o uso de herbicidas para eliminar todas as plantas aquáticas 

pode reduzir o habitat dos peixes, o suprimento de alimentos, o oxigênio dissolvido e a 

produtividade dos peixes (HELFRICH et al., 2009). 

Os herbicidas são largamente usados para o controle de plantas indesejáveis na 

agricultura (CERICATO et al., 2008), mas também são extensivamente usados em sistema 

aquáticos, para o manejo de plantas como o aguapé, alface d’água, salvínia e taboa. Com a 

intenção de reduzir o desenvolvimento destas plantas ou mesmo eliminá-las são utilizados os 

herbicidas ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), que é um regulador de crescimento, e o 

glifosato, que inibe a síntese de aminoácidos (MARTINS et al., 1999). 

O 2,4-D faz parte da família dos herbicidas clorofenoxiacéticos (RODRIGUES; 

SERRA, 1996). Suas formulações a base de amina e éster são utilizadas para controlar plantas 

daninhas de folhas largas em pastagens, plantações, gramados e sistemas aquáticos 

(NETHERLAND, 2014). O glifosato é um herbicida pós-emergente, pertencente ao grupo 

químico das glicinas substituídas, não-seletivo e com amplo espectro de ação, o que propicia 

um ótimo manejo de plantas daninhas anuais ou perenes, tanto de folhas largas como estreitas 

(GALLI; MONTEZUMA, 2005). O glifosato também é utilizado diretamente nas folhas de 

plantas semiaquáticas, como juncos, taboas e salvínia, contaminando o meio aquático 

(GONÇALVES et al., 2018). 

O jundiá (Rhamdia quelen) é uma espécie endêmica do sul da América do Sul, que pode 

ser produzida em qualquer região de clima temperado ou subtropical (CERICATO et al., 2008). 
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Testes ecotoxicológicos com algumas espécies de peixes (Danio rerio, Pimephales promelas, 

Oncorhynchus mykiss e Salvelinus fontinalis) já são padronizados, por apresentarem relativa 

sensibilidade, biologia e comportamento bem conhecidos. No entanto, é fundamental 

compreender os impactos das sustâncias tóxicas em espécies nativas brasileiras, para a 

identificação de fontes de contaminação ambiental e melhor entendimento das condições das 

bacias hidrográficas locais (BASTOS, 2013).  

Tendo em vista que na maioria das propriedades rurais do Sul do Brasil, a produção 

aquícola ainda é considerada uma atividade complementar à produção agrícola, uma vez que 

os viveiros escavados estão próximos as lavouras, ou ainda, são abastecidos com água que 

circula pelo solo cultivado (CERICATO et al., 2008), tornam-se extremamente importantes 

estudos avaliando a toxicidade dos herbicidas sobre espécies de peixes de interesse comercial. 

Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos herbicidas 2,4-D, glifosato e a 

mistura de ambos sobre o estresse oxidativo, a genotoxicidade, as taxas de fertilização, eclosão, 

normalidade larval e sobre os parâmetros espermáticos em jundiás. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

 

2.1 AGROTÓXICOS  

 

De acordo com a Lei nº 7.802, de 11 de julho de 1989, são considerados agrotóxicos e 

afins: os produtos ou agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, destinados ao uso 

nos setores de produção, no armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, nas 

pastagens, na proteção de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também 

de ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composição da flora 

ou da fauna, a fim de preservá-las da ação danosa de seres vivos considerados nocivos; e as 

substâncias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores 

de crescimento (BRASIL, 1989). 

Os agrotóxicos são classificados de acordo com seu uso alvo. Os herbicidas são 

utilizados para eliminar ou impedir o crescimento de plantas daninhas, os inseticidas para 

controlar insetos, os fungicidas para combater doenças causadas por fungos, os nematicidas 

para controlar os nematoides (vermes redondos) do solo, das folhas e dos caules e os acaricidas 

para controlar ácaros e carrapatos (HELFRICH et al., 2009). 

O Brasil é o maior consumidor de agrotóxicos do mundo desde o ano de 2008 (SESA, 

2018). Os impactos positivos do uso de agrotóxicos na agricultura estão relacionados ao 

aumento da produtividade e a redução dos custos de produção, aliados ao significativo aumento 

do lucro dos agricultores (COUTINHO et al., 2005). Dentre os impactos negativos, podemos 

mencionar o uso ilegal de agrotóxicos contrabandeados, a maior quantidade de agrotóxico 

usado nas culturas agrícolas geneticamente modificadas, em função do próprio sistema de 

manejo, a aplicação em quantidades maiores do que as recomendadas, visando potencializar o 

efeito do agrotóxico, seja pelo aumento do número de aplicações e/ou pelo aumento da 

quantidade de produto por hectare e a emissão de receituário agronômico, sem antes visitar a 

propriedade rural ou examinar a amostra do material infectado (LONDRES, 2011). O uso 

maciço de agrotóxicos traz como consequências sérios problemas à saúde humana, além dos 

danos à natureza pela degradação dos recursos naturais não renováveis, desequilíbrio e 

destruição da fauna e flora e poluição do ar, do solo e das águas superficiais e subterrâneas 

(SESA, 2018).  

Os danos dos agrotóxicos à saúde humana incidem em eventuais efeitos como 

carcinogênese, mutagênese, teratogênese, neurotoxicidade, alterações imunológicas, problemas 
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reprodutivos e desregulações endócrinas. Em organismos aquáticos e terrestres, os agrotóxicos 

podem levar à morte dos animais, podendo prejudicar algumas espécies, resultando na mudança 

da dinâmica bioquímica natural e na alteração do funcionamento de todo o ecossistema afetado 

(SPADOTTO, 2006). 

Em 19 anos, o consumo de agrotóxicos no Brasil cresceu mais de 281%, ao subir de 

162.461,96 toneladas em 2000 para 620.537,98 toneladas em 2019 (IBAMA, 2020a). O 

glifosato e o 2,4-D são os herbicidas mais vendidos no país. No ano de 2019, o glifosato 

representou cerca de 35% do consumo de agrotóxicos, quando foram comercializadas 

217.592,24 toneladas da substância, e o 2,4-D representou cerca de 8% do consumo de 

agrotóxicos, quando foram comercializadas 52.426,92 toneladas da substância (IBAMA, 

2020b). 

O Estado do Paraná é o terceiro maior consumidor de agrotóxicos do país (SESA, 2018). 

O volume total de agrotóxicos vendidos foi de 92.904,3 toneladas em 2018 e 95.286,8 toneladas 

em 2019 (ADAPAR, 2020). Dos 10 municípios do Paraná que mais comercializaram 

agrotóxicos entre os anos de 2014 a 2019, 4 municípios pertencem a Região Oeste do Paraná. 

A média de comercialização de agrotóxicos durante os anos de 2014 a 2019 nestas 10 cidades 

foram: Cascavel (2.559,7 toneladas/ano), Tibagi (1.798,8 toneladas/ano), Guarapuava (1.565,5 

toneladas/ano), Castro (1.548,2 toneladas/ano), Assis Chateaubriand (1.447,8 toneladas/ano), 

Toledo (1.408,4 toneladas/ano), Candói (1.354,1 toneladas/ano), Palmeira (1.229,9 

toneladas/ano), Ponta Grossa (1.109,4 toneladas/ano) e Palotina (1.079,6 toneladas/ano) 

(ADAPAR, 2020). 

No Paraná, as culturas agrícolas que mais consumiram agrotóxicos em 2019 foram: soja 

53,21%, milho 17,37%, trigo 9,01%, soja geneticamente modificada 6,67%, feijão 2,65%, 

pastagens 2,32%, cana-de-açúcar 1,86%, batata 1,47%, citros 1,16%, milho geneticamente 

modificado 1,04%, fumo 0,62% e mandioca 0,38%. O consumo quanto à classificação de uso 

agrícola em 2019 foi: herbicidas 64,37%, fungicidas 15,52%, inseticidas 10,18%, 

acaricida/fungicida 3,99% e acaricida/inseticida 3,72%. Já os ingredientes ativos mais 

consumidos em 2019 foram: glifosato e seus equivalentes 28,99%, paraquate 6,89%, 2,4-D e 

seus equivalentes 5,03%, atrazina 4,69%, mancozebe 3,54%, cletodim 2,53%, acefato 2,25% e 

imidacloprido 2,22% (ADAPAR, 2020).  
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2.2 ÁCIDO 2,4-DICLOROFENOXIACÉTICO (2,4-D) 

 

O ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é um herbicida hormonal do grupo dos 

fenoxiacéticos, desenvolvido há mais de 80 anos, largamente utilizado no Brasil e no mundo 

para controle de plantas daninhas de folhas largas (SPADOTTO et al., 2003). Esse composto 

possui um grupo carboxílico polar e um grupo fenil lipofílico (AYAR et al., 2008), com fórmula 

molecular de C8H6Cl2O3, massa molar de 221,04 g mol-1, ponto de fusão de 162,8°C, ponto de 

ebulição de 345,6°C e solubilidade em água de 900 mg L-1 a 25°C (FREITAS, 2017). 

Em condições ambientais, o 2,4-D é um composto hidrofílico, que tende a ficar 

associado à água do solo (COSTA et al., 2016), sendo susceptível à degradação microbiana 

como a principal rota de degradação (MACHADO, 2004). A meia-vida do 2,4-D no solo é 

menor que 7 dias e na água o tempo de meia-vida do 2,4-D é de 7,5 dias (PRIMEL et al., 2005). 

Sua rápida degradação, mesmo sendo altamente solúvel em água, minimiza a lixiviação desse 

herbicida (ARAÚJO et al., 2019). 

O 2,4-D é um herbicida mimetizador de auxina, um dos hormônios reguladores de 

crescimento das plantas (ROMAN et al., 2005). As auxinas sintéticas (2,4-D) possuem ação 

similar à auxina natural, porém potencializada, induzindo alterações metabólicas e bioquímicas 

no metabolismo de ácidos nucleicos e na plasticidade da parede celular (CARVALHO, 2013a), 

provocando crescimento descontrolado e letal nas plantas-alvo (BRADBERRY et al., 2004).  

Os produtos comerciais à base de 2,4-D são, em geral, classificados como perigosos ao 

meio ambiente (classe III). O 2,4-D é considerado um herbicida altamente transportável, muito 

persistente e altamente tóxico para organismos aquáticos. Já para organismos do solo, aves e 

abelhas é considerado pouco tóxico (REBELO et al., 2010). A concentração letal (CL50) do 2,4-

D para Rhamdia quelen é 745,0 mg L-1 (CATTANEO et al., 2008).  

 

 

2.3 GLIFOSATO 

 

O glifosato é um herbicida de amplo espectro, utilizado em pós-emergência, pertencente 

ao grupo químico das glicinas e inibidor da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase 

(EPSPs) (CARVALHO, 2013b). Esse composto possui os grupos funcionais carboxilato, amino 

e fosfonato (COUTINHO; MAZO, 2005), com fórmula molecular de C3H8NO5P, massa molar 

de 169,07 g mol-1, ponto de fusão de 184,5°C e solubilidade em água de 11600 mg L-1 a 25°C 

(MENSINK; JANSSEN, 1994). 
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Segundo Roman et al. (2005), o glifosato é altamente solúvel em água, praticamente 

insolúvel em solventes orgânicos, pouco volátil e apresenta forte tendência de adsorção no 

sedimento. Possui característica de um ácido fraco, com quatro constantes de ionização, o que 

ocasiona a degradação da molécula em ambientes com pH variando de 2 a 10 (MARIA, 2017). 

As constantes de ionização do glifosato são: pK1 = < 2,0; pK2 = 2,6; pK3 = 5,6; pK4 = 10,6 

(SPRANKLE et al., 1975).  

A meia- vida do glifosato no solo pode variar de alguns dias até vários meses, enquanto 

na água a meia-vida do glifosato varia entre 12 horas a 7 semanas (CETESB, 2018), sendo que 

a principal rota de degradação microbiana é a transformação do glifosato em seu metabólito: o 

ácido aminometilfosfônico (AMPA) (ARAÚJO et al., 2019). Silva et al. (2003) relataram a 

presença de glifosato em águas superficiais até 60 dias após a aplicação do herbicida. Já Giesy 

et al. (2000) estimaram uma faixa de variação na meia-vida do glifosato em ambientes aquáticos 

entre 7 e 14 dias. 

O glifosato inibe a ação da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs), 

impedindo a síntese de três aminoácidos aromáticos: a fenilalanina, a tirosina e o triptofano 

(CARVALHO, 2013a). A inibição da EPSPs pelo glifosato ocorre por competição com o 

substrato PEP (fosfoenolpiruvato), impedindo a transformação do chiquimato em corismato 

(CARVALHO, 2013b). A inibição da enzima leva à desregulação do fluxo de carbono na planta 

e a um acúmulo de compostos intermediários tóxicos, o chiquimato ou chiquimato-3-fosfato 

(ROMAN et al., 2005). Assim, quando a planta é tratada com glifosato, sua morte ocorre de 

forma lenta, em questões de dias ou semanas (COUTINHO; MAZO, 2005). Essa enzima não é 

encontrada em animais (COUTINHO et al., 2005), mas isto não impede que o glifosato seja 

absorvido por organismos não-alvo, interferindo em outras vias metabólicas (CARDOSO, 

2018). 

Os produtos comerciais à base de glifosato, em geral, são classificados como perigosos 

ao meio ambiente (classe III). O glifosato é tóxico para organismos aquáticos, pouco tóxico 

para organismos do solo, aves e abelhas, além de ser pouco bioacumulável. É um composto 

considerado pouco a medianamente persistente no solo, pouco móvel e apresenta alta absorção 

no solo (REBELO et al., 2010). A concentração letal (CL50) do glifosato para Rhamdia quelen 

é 7,3 mg L-1 (KREUTZ et al., 2008). 
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2.4 CONTAMINAÇÃO DE AMBIENTES AQUÁTICOS POR 2,4-D E GLIFOSATO 

 

Na aquicultura, as análises de qualidade de água são voltadas principalmente aos 

poluentes tradicionais, como os compostos nitrogenados (amônia, nitrito e nitrato), os 

compostos fosfatados (ortofosfato), a demanda bioquímica de oxigênio (DBO) e a demanda 

química de oxigênio (DQO). Pouca atenção tem sido dada aos poluentes agrícolas.   

A resolução 357/2005 do CONAMA (BRASIL, 2005a), dispõe sobre a classificação dos 

corpos de água e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as 

condições e padrões de lançamento de efluentes, e dá outras providências. Nesta resolução a 

concentração máxima de glifosato permitida é de 65,0 μg L-1 em águas destinadas a produção 

de organismos aquáticos (água doce - classe 2), enquanto a concentração máxima de 2,4-D 

permitida em águas destinadas a produção de organismos aquáticos (água doce - classe 2) é de 

4,0 μg L-1. 

Nos Estados Unidos, o limite máximo permitido em água potável para o glifosato é de 

700,0 μg L-1, enquanto para o 2,4-D esse valor é de 70,0 μg L-1 (USEPA, 2018). Já na União 

Europeia o limite máximo para qualquer agrotóxico em água destinada ao consumo humano é 

de 0,10 μg L-1, e a soma de todos os agrotóxicos detectados e quantificados não pode ultrapassar 

0,50 μg L-1 (UNIÃO EUROPEIA, 1998). No Brasil, por sua vez o limite máximo de glifosato 

em água potável é de 500,0 μg L-1 e de 2,4-D é de 30,0 μg L-1 (BRASIL, 2005b). 

A maioria dos viveiros escavados no Brasil foi construído muito próximos a áreas de 

plantações agrícolas, facilitando a entrada de agrotóxicos nos corpos d’água receptores 

(BASTOS, 2013). Diante deste cenário, são mostrados a seguir os resultados de alguns 

trabalhos que comprovam o potencial dos herbicidas glifosato e 2,4-D de contaminarem os 

ambientes aquáticos (Tabela 1). 
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Tabela 1. Ocorrência de glifosato e 2,4-D em ambientes aquáticos 

Herbicidas Amostras, País Concentração máxima 

(μg L-1) 

Referências 

Glifosato Água superficial, Suíça 4,2 Hanke et al. (2010) 

 Água superficial, Argentina 7,6 Aparicio et al. (2013) 

 Água superficial, Argentina 1,80 Primost et al. (2017) 

 Água superficial, Argentina 700,0 Peruzzo et al. (2008) 

 Água superficial, EUA 427,0 Scribner et al. (2007) 

 Água superficial, França 50,0 Horth e Blackmore (2009) 

 Água superficial, Brasil > 100,0 Silva et al. (2003) 

 Água superficial, Inglaterra 8,99 Ramwell et al. (2014) 

 Água superficial, Brasil 91,91 Mendonça (2018) 

 Água superficial, EUA 59,9 Ramirez et al. (2014) 

 Água de piscicultura, Brasil < 150,0 Peiter (2017) 

 Água de rio, México 36,71 Ruiz-Toledo et al. (2014) 

 Água de rio, EUA 3,08 Battaglin et al. (2014) 

 Água de rio, Brasil  2024,0 Freire et al. (2012)  

 Água de rio, Argentina 1600,0 Avigliano et al. (2015) 

 Água de rio, México < 20,0 Rangel (2016) 

 Água de lavoura, Brasil 144,0 Mattos et al. (2002) 

 Água de lago, China 10000,0 Zhang et al. (2016) 

 Água de lago, EUA 301,0 Battaglin et al. (2014) 

 Água de córregos, EUA 73,0 Battaglin et al. (2014) 

 Água de córregos, EUA 8,7 Battaglin et al. (2005) 

 Água de córrego, Brasil 1550,0 Tzaskos et al. (2012) 

 Água subterrânea, México 18,43 Ruiz-Toledo et al. (2014) 

 Água subterrânea, EUA 4,7 Scribner et al. (2007) 

 Água subterrânea, França 24,0 Horth e Blackmore (2009) 

 Água subterrânea, México 1,41 Rendón-von Osten e Dzul-Caamal (2017) 

 Água subterrânea, EUA 2,03 Battaglin et al. (2014) 

 Água potável, México 0,65 Rendón-von Osten e Dzul-Caamal (2017) 

 Água da chuva, EUA 2,5 Chang et al. (2011) 
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Tabela 1. Ocorrência de glifosato e 2,4-D em ambientes aquáticos (continuação) 

Herbicidas Amostras, País Concentração máxima 

(μg L-1) 

Referências 

 Água da chuva, Bélgica 6,2 Quaghebeur et al. (2004) 

 Água de abastecimento público, Brasil 3,3 Delmonico et al. (2014) 

 Água de esgoto pluvial, França 90,0 Botta et al. (2009) 

 Água de piscina vernal, EUA 328,0 Battaglin et al. (2009) 

 Água de escoamento superficial, EUA 430,0 Coupe et al. (2011) 

2,4-D Água de piscicultura, Irã 14,9 Yamini e Saleh (2013) 

 Água potável, Irã 16,4 Yamini e Saleh (2013) 

 Água da chuva, Bélgica 0,22 Quaghebeur et al. (2004) 

 Água de rio, Irã 16,6 Yamini e Saleh (2013) 

 Água de rio, Brasil > 2,0 Primel et al. (2005) 

 Água de rio, México 4,11 Rangel (2016) 

 Água de rio, UE 1,22 Loos et al. (2009) 

 Água de rio, Brasil 3,4 Marchesan et al. (2010) 

 Água de rio, Brasil 5080,0 Chaim et al. (2010) 

 Água de rio, Chile 9,7 Palma et al. (2004) 

 Água de riacho, Canadá 5,25 Hall et al. (1993) 

 Água de lavoura, Brasil > 2,0 Primel et al. (2005) 

 Água de lago, EUA 24,0 Borges et al. (2004) 

 Água de lagoa, Canadá 0,29 Waite et al. (2002) 

 Águas urbanas e agrícolas, Canadá 1,23 Woudneh et al. (2007) 

 Água superficial, EUA 11,0 Mulder e Schmidt (2011) 

 Água superficial, Brasil 74,5 Pinheiro et al. (2010) 

 Água superficial, Bulgária 1,77 Balinova e Mondesky (1999) 

 Água de esgoto pluvial, Canadá 2,75 Raina et al. (2011) 

 Água subterrânea, Irlanda 0,007 McManus et al. (2014) 

 Água subterrânea, Brasil 1,15 Pinheiro et al. (2010) 

 Água subterrânea, Bulgária 1,6 Balinova e Mondesky (1999) 

 Água de piscina vernal, EUA < 0,038 Battaglin et al. (2009) 

 Água de áreas úmidas, Canadá 2,04 Donald et al. (2001) 

EUA: Estados Unidos da América; UE: União Europeia 
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Mattos et al. (2002) detectaram na lâmina de água de lavoura de arroz irrigado (RS) uma 

concentração de 144,0 μg L-1 de glifosato. No rio Santo Antônio, na fronteira do Brasil com a 

Argentina, a concentração de glifosato encontrada foi de 1600,0 μg L-1 (AVIGLIANO et al., 

2015). Em águas superficiais da microbacia hidrográfica arroio Passo do Pilão (RS) foram 

detectadas concentrações de glifosato acima de 100,0 µg L-1, principalmente em pontos 

próximos às áreas de intensa atividade agrícola (SILVA et al., 2003).  

Na planície do Danúbio, na Bulgária o 2,4-D foi encontrado em águas superficiais e 

subterrâneas em concentrações máximas, respectivamente de 1,77 e 1,6 μg L-1 (BALINOVA; 

MONDESKY, 1999). Em um riacho urbano, na província de Ontário, Canadá a concentração 

máxima de 2,4-D detectada foi 5,25 μg L-1 durante o período de aplicação do produto (HALL 

et al., 1993). A concentração máxima de 2,4-D encontrada em amostras de água do rio Traiguén, 

Temuco, Chile foi de 9,7 μg L-1 (PALMA et al., 2004). 

Poucos trabalhos detectaram a presença do 2,4-D e glifosato em águas de pisciculturas. 

Yamini e Saleh (2013) coletaram amostras de água de um tanque de piscicultura no norte do 

Irã, e encontraram o 2,4-D na concentração de 14,9 µg L-1. Peiter (2017) analisando águas de 

viveiros escavados da Região Oeste do Paraná detectou a presença de glifosato + AMPA em 

valores abaixo de 150,0 µg L-1. Em resumo, foi observada a contaminação de ambientes 

aquáticos pelos herbicidas 2,4-D e glifosato em todo o mundo, muitas vezes com valores acima 

dos limites aceitáveis, por isso sua toxicidade em peixes merece ser melhor investigada. 

 

 

2.5. PRODUÇÃO DE PEIXES NO BRASIL E A ESPÉCIE JUNDIÁ (Rhamdia quelen) 

 

A produção aquícola é uma atividade que está em franco crescimento no Brasil. Em 

2020, foram produzidas 802.930 toneladas de peixes no país, representando um crescimento de 

5,93% sobre as 758.006 toneladas do ano anterior (PEIXE BR, 2021).  

O Sul é a região com maior participação na produção aquícola brasileira. Em 2020, 

foram produzidas 249.802 toneladas, representando 31,1% da produção total. Este resultado é 

reflexo do excelente desempenho do Estado do Paraná que se consolida como líder nacional na 

produção de peixes, tendo produzido 172.000 toneladas em 2020 (PEIXE BR, 2021).  

A produção de espécies nativas recuou em 2020, atingindo 278.671 toneladas, 

diminuição de 3,2% em relação ao ano anterior, representando 34,7% da produção total. O 

Paraná é o maior produtor de peixes nativos da região Sul do Brasil, tendo registrado em 2020 

a produção de 3.800 toneladas (PEIXE BR, 2021).  
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Segundo o último levantamento realizado pela Secretaria da Agricultura e do 

Abastecimento, a produção de bagres nos municípios paranaenses no ano de 2018 foi de 395,8 

toneladas (SEAB, 2018). Dados do Censo Agropecuário referentes a 2017 apontam que, em 

36.017 estabelecimentos brasileiros havia criação de jundiá (Rhamdia quelen) e que deste total, 

35.149 estabelecimentos pertenciam a região Sul (IBGE, 2018).  

O jundiá se destaca entre as espécies nativas produzidas no Sul do Brasil, porque tolera 

as baixas temperaturas no inverno, cresce rápido no verão (BARCELLOS et al., 2004), 

apresenta bom desempenho produtivo e domínio dos métodos de reprodução em cativeiro 

(BOMBARDELLI et al., 2006). Além disso, é um peixe muito apreciado pelo mercado 

consumidor, devido a qualidade de sua carne e a ausência de espinhos intramusculares 

(ZANIBONI FILHO, 2004). 

Esta espécie pertence à classe Actinopterygii, ordem Siluriformes e família 

Heptapteridae (FERRARO, 2009), sendo um bagre de ampla distribuição geográfica, tendo sua 

ocorrência registrada desde o sudeste do México até o centro da Argentina (ZANIBONI 

FILHO, 2004). O jundiá resiste a variações de pH entre 6,0 - 7,5 e a variações de temperatura 

entre 18ºC a 30ºC e quando adultos podem atingir o tamanho de 35 cm (FERRARO, 2009).  

 A coloração do jundiá varia de marrom avermelhado a cinza escuro e apresenta 

barbilhões sensitivos (ZANIBONI FILHO, 2004). Possuem hábitos noturnos, alimentam-se de 

invertebrados aquáticos e terrestres e vivem em profundidades de 0 a 3 metros (FERRARO, 

2009). O período reprodutivo da espécie pode ser alterado de um ano para o outro e de uma 

região para a outra, mas normalmente estende-se entre os meses de setembro a fevereiro 

(NARAHARA et al., 1988). 

Para todas as fases de vida do jundiá (ovo, larva, alevino e adulta) são necessários níveis 

ideais de determinados parâmetros de qualidade de água (BALDISSEROTTO; RADÜNZ 

NETO, 2004). No entanto, na aquicultura são monitorados com frequência apenas os 

parâmetros físicos e químicos da água de criação destes animais, não podendo prever assim 

quais serão os impactos dos poluentes agrícolas sobre o crescimento e reprodução desta espécie. 

Diante disto, os testes ecotoxicológicos são essenciais para compreender os efeitos dos 

contaminantes ambientais nesta espécie nativa.  
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2.6 BIOMARCADORES PARA AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE EM JUNDIÁ (Rhamdia 

quelen) 

 

Os biomarcadores são definidos como alterações celulares, bioquímicas, moleculares 

ou fisiológicas mensuradas em células, fluidos corporais, tecidos ou órgãos de um organismo e 

que são indícios da exposição e/ou efeito de um poluente (LAM; GRAY, 2003). Análises 

histológicas, histoquímicas e imuno-histoquímicas, testes como o micronúcleo písceo, ensaio 

cometa, identificação da atividade enzimática, observação de alterações morfológicas e no 

desenvolvimento embrionário e larval, são os principais biomarcadores utilizados em peixes 

(CARDOSO, 2018). A seguir, são mostrados os resultados de diferentes estudos envolvendo os 

herbicidas glifosato e 2,4-D e quais alterações estes herbicidas causaram em jundiás.  

Jundiás expostos ao glifosato (0,2 e 0,4 mg L-1) por 96 horas apresentaram aumento 

significativo dos níveis de glicogênio hepático e da glicose no músculo, redução dos níveis de 

glicogênio muscular e da glicose no fígado, aumento dos níveis de lactato no fígado e no 

músculo, aumento dos níveis de proteína no fígado e diminuição no músculo, diminuição da 

atividade da acetilcolinesterase (AChE) no cérebro, aumento da produção de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) no músculo, e redução de TBARS no cérebro 

(GLUSCZAK et al., 2007).  

Ferreira et al. (2010) estudaram os efeitos do glifosato (1,21 mg L-1), metil paration (0,8 

mg L-1) e tebuconazol (0,88 mg L-1) em jundiás após 96 horas de exposição. Os peixes expostos 

aos três agrotóxicos mostraram uma diminuição significativa da atividade da catalase (CAT) e 

aumento da atividade da glutationa-S-transferase (GST) e da glutationa reduzida (GSH) no 

tecido hepático.  

Murussi et al. (2015) testaram três formulações comerciais à base de glifosato (2,5 e 5,0 

mg L-1) por 96 horas em jundiás. No fígado, os níveis de TBARS aumentaram e a CAT 

diminuiu. Em todos os tratamentos contendo glifosato foram observadas alterações 

histopatológicas no tecido hepático como vacuolização, infiltração de leucócitos, degeneração 

do citoplasma e melanomacrófago. 

Alevinos de jundiá expostos ao glifosato (11,29 mg L-1) por 30 dias tiveram redução de 

peso, aumento nos níveis de TBARS no fígado e no cérebro, aumento nos níveis de grupos 

sulfidrílicos (SH) no fígado, rim e cérebro, e diminuição no músculo e aumento da atividade da 

δ-aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D) no fígado, músculo e cérebro (SILVA, 2016). 

Koakoski et al. (2014) também observaram redução no peso e na taxa de sobrevivência em 

jundiás expostos ao glifosato (1,21 mg L-1) por 180 dias.  
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Jundiás expostos ao glifosato (0,2 e 0,4 mg L-1) por 96 horas apresentaram níveis de 

glicose plasmática reduzidos, enquanto as atividades da alanina aminotransferase (ALT) e 

aspartato aminotransferase (AST) aumentaram após a exposição ao herbicida. A exposição ao 

herbicida aumentou a proteína e níveis de glicose na camada de muco. Houve um aumento da 

atividade de trifosfato difosfoidrolase (NTPDase) e da ecto-5’-nucleotidase no cérebro e 

aumento na proteína carbonil no fígado (LORO et al., 2015).   

Jundiás expostos ao glifosato (0,45 e 0,95 mg L-1) por 8 dias tiveram aumento dos níveis 

de TBARS no fígado e no músculo na concentração mais alta e no cérebro nas duas 

concentrações. A proteína carbonil aumentou no fígado e os níveis de GST diminuíram em 

ambas as concentrações. Os níveis de tiol não proteicos diminuíram na concentração de 0,95 

mg L-1 (MENEZES et al., 2011).  

Ferraro (2009) avaliou o potencial bioindicador do jundiá em ensaios de 

biomonitoramento ambiental através do teste do micronúcleo písceo e do ensaio cometa. Os 

peixes foram expostos ao glifosato (1,58 e 3,16 mg L-1), ao tebuconazol (0,4 e 0,8 mg L-1) e a 

mistura de ambos (3,16 e 0,8 mg L-1) por 5, 10 e 15 dias. O dano ao DNA foi confirmado pelas 

duas análises, sendo a mistura dos agrotóxicos mais genotóxica do que os produtos isolados. 

Sobjak et al. (2017) avaliaram a taxa de sobrevivência de ovos/larvas de jundiás 

expostos a uma concentração subletal de glifosato (6,5 mg L-1) após 12, 24, 48 e 72 horas. A 

partir das 48 horas de exposição ao herbicida foi observada diferença significativa na taxa de 

sobrevivência, sendo maior no grupo exposto ao glifosato (93%) em relação ao grupo controle 

(75%).   

A exposição de jundiás a uma concentração subletal de glifosato (0,73 mg L-1) por 96 

horas diminuiu o número de eritrócitos, trombócitos, linfócitos e leucócitos totais. Em 

contrapartida, ocorreu um aumento no número de células circulantes imaturas (KREUTZ et al., 

2011). Também foi observado a diminuição da fagocitose de células imunes e aumento da 

suscetibilidade ao patógeno Aeromonas hydrophila, ocasionando uma redução na taxa de 

sobrevivência (KREUTZ et al., 2010). 

Soso et al. (2007) verificaram que o glifosato (3,6 mg L-1) afeta a reprodução de jundiás, 

atuando como um desregulador endócrino, pois fêmeas expostas ao herbicida produziram um 

número menor de alevinos viáveis, além de terem os níveis 17β-estradiol diminuídos após 40 

dias de exposição. Os autores também observaram que os níveis de ALT e de cortisol 

aumentaram após 20 dias de exposição ao glifosato. 

Os níveis de cortisol em jundiás expostos a concentrações subletais (1,2; 2,43 e 3,65 mg 

L-1) de glifosato por 96 horas foram superiores aos níveis do grupo controle, indicando que este 
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composto (ou o adjuvante adicionado à formulação comercial) provocou estresse em alevinos 

de Rhamdia quelen (CERICATO et al., 2008). 

Cattaneo et al. (2008) estudou os efeitos do herbicida 2,4-D (400, 600 e 700 mg L-1) por 

96 horas em jundiás. A atividade da AChE aumentou no cérebro nas duas maiores 

concentrações testadas e diminuiu no tecido muscular em todas as concentrações testadas. O 

glicogênio diminuiu tanto no fígado quanto no músculo, enquanto os níveis de lactato foram 

reduzidos no tecido hepático e aumentados no tecido muscular. Na concentração mais alta 

testada, os níveis de glicose reduziram no fígado e no músculo, ao contrário da glicose 

plasmática que teve seus níveis aumentados. A análise histológica no fígado mostrou alterações 

nos cordões de arranjo e vacuolização de hepatócitos no grupo exposto ao 2,4-D na 

concentração de 700 mg L-1. 

Menezes et al. (2014) verificaram que o 2,4-D afeta o crescimento e os parâmetros 

bioquímicos de jundiás após 90 dias de exposição. Os peixes expostos a 0,5 ou 2,0 mg L-1 

apresentaram parâmetros de crescimento diminuídos. Também apresentaram glicogênio 

hepático e renal reduzido nas duas concentrações testadas, enquanto no músculo o glicogênio 

foi reduzido apenas na concentração de 2,0 mg L-1. A glicose aumentou no fígado e diminuiu 

no músculo e rins. O lactato aumentou em todos os tecidos e diminuiu no plasma. Os níveis de 

TBARS foram reduzidos no fígado e aumentados no músculo. O 2,4-D aumentou a atividade 

da catalase no fígado.  

Os agrotóxicos podem prejudicar a função reprodutiva ou endócrina em animais de 

produção, animais selvagens e humanos (APODACA; MATTESSICH, 1997). No entanto, 

poucos estudos abordando os impactos dos herbicidas 2,4-D e glifosato sobre os parâmetros 

reprodutivos foram realizados em jundiás. Porém, em diferentes espécies de peixe os danos 

reprodutivos já foram comprovados (Tabela 2).  
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Tabela 2. Efeitos reprodutivos do 2,4-D e do glifosato em peixes 

Herbicidas Espécie Concentração 

(mg L-1) 

Tempo de 

exposição  

Efeitos Referências 

2,4-D Oncorhynchus 

mikiss 

1,64 7 d Níveis plasmáticos de vitelogenina 93 vezes maiores Xie et al. (2005) 

 Pimephales 

promelas 

96,5 21 d Diminuição da fecundidade Coady et al. (2013) 

 Danio rerio 0,1; 0,5 e 1,0 5 d Inibição do crescimento de ovócitos, aumento no 

número de ovócitos atrésicos e diminuição da 

proporção de ovócitos em desenvolvimento 

Koç e Akbulut 

(2012) 

 Goodea 

atripinnis 

143,35 e 

230,96 

96 h Fêmeas apresentaram aumento da atresia ovocitária e 

hipertrofia das células foliculares, além de alterações 

nas membranas mitocondrial e nuclear dos ovócitos. 

Machos apresentaram vacuolização da 

espermatogônia e das células de Sertoli e alterações 

nas mitocôndrias das espermátides 

Guerrero-Estévez e 

López-López 

(2016) 

 Chapalichthys 

encaustus 

94,06 e 

133,72 

96 h Fêmeas apresentaram ovócitos com características 

precoces de atresia e hipertrofia das células 

foliculares, alterações nas membranas mitocondrial e 

nuclear dos ovócitos. Machos apresentaram alterações 

na crista mitocondrial nas espermátides 

Guerrero-Estévez e 

López-López 

(2016) 

 Clarias 

batrachus 

75,0 96 h Nos machos, os túbulos eram relativamente menores 

em tamanho e continham principalmente 

espermátides. Algumas células dos túbulos 

seminíferos apresentavam sinais de necrose 

caracterizada pela dissolução do núcleo e da 

membrana nuclear. As células de Leydig foram 

hipertrofiadas. Nas fêmeas foi observado ovócitos 

atrésicos e perda das cristas mitocondriais dos 

ovócitos 

Ateeq et al. (2006) 
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Tabela 2. Efeitos reprodutivos do 2,4-D e do glifosato em peixes (continuação) 

Herbicidas Espécie Concentração 

(mg L-1) 

Tempo de 

exposição  

Efeitos Referências 

 Pimephales 

promelas 

0,05; 0,5 e 

2,0 

28 d Aumento do índice gonadossomático (IGS) e da 

atresia ovocitária e retardo da maturação gonadal nas 

fêmeas 

DeQuattro e 

Karasov (2016) 

 Fundulus 

heteroclitus 

0,01; 0,10 e 

1,00 

7, 14 e 21 

d 

Indução da proliferação peroxissomal Ackers et al. (2000) 

Glifosato Danio rerio 0,065 15 d Aumento no diâmetro dos ovócitos, no índice 

gonadossomático e maior expressão do fator 

esteroidogênico 1 (SF-1) nos ovócitos. Formações 

membranosas concêntricas tipo myelin-like, 

associadas aos grânulos de vitelo periféricos no 

citoplasma dos ovócitos 

Armiliato et al. 

(2014) 

 Danio rerio 0,065; 0,65 e 

6,5 

15 d Diminuição no diâmetro dos ovócitos e um aumento 

da proteína vitelina nos ovários das fêmeas, além de 

zonas de vacuolização nas células foliculares e um 

aumento do espaço perivitelínico, com presença de 

macro e micro vesículas, bem como compartimentos 

mitocondriais comprometidos nos ovários. Redução 

do número de mitocôndrias e um aumento de 

mitocôndrias alteradas com uma severidade alta nos 

ovócitos, bem como uma diminuição no conteúdo de 

Drp1, Mfn1 e Mfn2 envolvidas na fissão e fusão 

mitocondrial 

Davico (2017) 

 Danio rerio 5,0 e 10,0 24 e 96 h Redução da motilidade espermática, do tempo de 

motilidade, da funcionalidade mitocondrial, da 

integridade da membrana e da integridade do DNA 

dos espermatozoides 

Lopes et al. (2014) 

 Danio rerio 0,065 360 h Machos apresentaram alterações nas células de 

Sertoli, alterações das interações entre células de 

Sertoli e células germinativas e perda das pontes 

citoplasmáticas entre as células germinativas 

Nezzi (2015) 
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Tabela 2. Efeitos reprodutivos do 2,4-D e do glifosato em peixes (continuação) 

Herbicidas Espécie Concentração 

(mg L-1) 

Tempo de 

exposição  

Efeitos Referências 

 Danio rerio 10,0 21 d Fêmeas e machos apresentaram, respectivamente, 

alterações na expressão 

dos genes cyp19a1 e esr1 no ovário e hsd3b2, cat e 

sod1 no testículo 

Uren Webster et al. 

(2014) 

 Oryzias latipes 0,5 e 5,0 15 d Diminuição na taxa de eclosão e anormalidades 

morfológicas em embriões. Regulação negativa de 

Dnmt1 e regulação positiva de Tet1, Tet2 e Tet3 em 

embriões. A expressão de Gpr54-1 e Gpr54-2 foi 

reduzida no cérebro das fêmeas. Nos testículos, os 

genes reprodutivos Fshr, Arα, Dmrt1 e Dnmt1 foram 

reduzidos 

Smith et al. (2019) 

 Jenynsia 

multidentata 

0,5 7 e 28 d Diminuição no número de cópulas e sucesso de 

acasalamento em peixes machos 

Hued et al. (2012) 

 Poecilia 

reticulata 

0,05 e 0,1 48 h Machos não expostos ao glifosato diminuem a 

exibição para fêmeas expostas ao glifosato e evitam 

copular com fêmeas expostas à concentração de 0,1 

mg L-1. Fêmeas expostas ao glifosato são menos 

receptivas à cópula. O glifosato afetou a morfologia 

dos espermatozoides, onde machos expostos a 0,05 

mg L-1 apresentaram maior quantidade de células com 

danos primários 

Gonçalves (2017) 

 Astyanax 

lacustris 

0,05; 0,3 e 

1,8 

- A motilidade espermática após a ativação com 

glifosato foi zero em todas as concentrações. A 

viabilidade das células espermáticas foi prejudicada 

em 0,3 e 1,8 mg L-1 

Gonçalves et al. 

(2018) 

 Poecilia 

reticulata 

17,13; 34,26 

e 51,39 

96 h Machos apresentaram regressão testicular pela 

redução das medidas morfométricas, redução do 

número de compartimentos espermáticos, redução do 

índice gonadossomático e alterações histológicas nos 

testículos  

Pires (2013) 
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Tabela 2. Efeitos reprodutivos do 2,4-D e do glifosato em peixes (continuação) 

Herbicidas Espécie Concentração 

(mg L-1) 

Tempo de 

exposição  

Efeitos Referências 

 Jenynsia 

multidentata 

0,5 24 e 96 h Redução da motilidade e da concentração espermática Sánchez et al. 

(2017) 

 Austrolebias 

nigrofasciatus 

0,36 96 h Casais expostos ao glifosato produziram menos 

embriões, porém com maior diâmetro embrionário  

Zebral et al. (2018) 

 Hyphessobrycon 

eques 

0,25; 0,50 e 

1,00 

96 h Machos apresentaram redução dos cistos de 

espermátides e diâmetro tubular, redução do número 

de células da linhagem espermatogênica 

(espermatogônia A e B e espermatócito I), cisto de 

espermatócitos I, aumento de cistos rompidos, 

alterações ligadas ao processo de necrose como 

picnose nuclear e vacuolização citoplasmática 

Nunes (2011) 

 Poecilia 

vivipara 

0,13 e 0,70 96 h Machos apresentaram uma baixa qualidade 

espermática, mensurada pela redução da integridade 

da membrana plasmática, funcionalidade 

mitocondrial, integridade do DNA e motilidade 

espermática 

Harayashiki et al. 

(2013) 

 Danio rerio 0,065 15 d Aumento na massa dos ovários, bem como aumento 

no índice gonadossomático em ovários 

Silva et al. (2017) 

 Odontesthes 

humensis 

7,8 24 h Diminuição significativa dos parâmetros de cinética 

espermática. Aumento na fluidez da membrana, na 

produção de espécies reativas ao oxigênio (ROS), na 

peroxidação lipídica e diminuição na funcionalidade 

mitocondrial em espermatozoides  

Silveira et al. 

(2019) 
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3 EFEITOS SOBRE PARÂMETROS REPRODUTIVOS, BIOQUÍMICOS E 

GENOTÓXICOS DOS HERBICIDAS 2,4-D E GLIFOSATO EM JUNDIÁ (Rhamdia 

quelen)  

 

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos herbicidas 2,4-D, glifosato e a 

mistura de ambos sobre o estresse oxidativo, a genotoxicidade, as taxas de fertilização, eclosão, 

normalidade larval e sobre os parâmetros espermáticos em jundiás. Foram realizados dois 

experimentos, os quais foram distribuídos em delineamento experimental inteiramente 

casualizado compostos por dez tratamentos e três repetições. Os tratamentos foram constituídos 

pelo uso de água com diferentes concentrações de glifosato (3,0; 6,0; 9,0 e 12,0 mg e.a. L-1), 

2,4-D (5,0; 10,0; 20,0 e 30,0 mg e.a. L-1) e a mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 

mg e.a. L-1 de glifosato) tanto para a incubação dos ovos quanto para a ativação do sêmen. Os 

ovos e o sêmen do grupo controle foram, respectivamente, incubados e ativados em água 

destilada. Em embriões e larvas, foram avaliadas as taxas de fertilização, eclosão, normalidade 

larval, atividade das enzimas catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST), superóxido 

dismutase (SOD), lipoperoxidação (LPO), carbonilação de proteínas (PCO) e os danos ao DNA. 

No sêmen, as variáveis analisadas foram: motilidade espermática, linearidade, velocidade 

curvilínea (VCL), velocidade média de deslocamento (VAP), velocidade em linha reta (VSL) 

e velocidade espermática (VE). A exposição ao glifosato e à mistura dos herbicidas diminuiu 

significativamente a fertilização dos ovócitos e a eclosão dos ovos. A exposição ao 2,4-D e à 

mistura dos herbicidas provocou danos ao material genético das larvas de jundiá. Os herbicidas 

2,4-D, glifosato e a mistura de ambos foram prejudiciais para a motilidade dos espermatozoides. 

Nossos resultados mostram que apesar de terem sido utilizadas altas concentrações dos 

herbicidas, foram detectadas alterações causadas pelos mesmos em apenas alguns dos 

biomarcadores testados. 

 

Palavras-chave: agrotóxicos, biomarcadores, gametas, qualidade espermática, toxicologia 

reprodutiva 

 

 

 

 

 



    53 
 

EFFECTS ON REPRODUCTIVE, BIOCHEMICAL AND GENOTOXIC 

PARAMETERS OF HERBICIDES 2,4-D AND GLYPHOSATE IN SILVER CATFISH 

(Rhamdia quelen) 

 

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the effects of the herbicides 2,4-D, 

glyphosate, and the mixture of both on oxidative stress, genotoxicity, the rates of fertilization, 

hatching, larval normality, and on sperm parameters in silver catfish. Two experiments were 

carried out, which were distributed completely randomized experimental design, composed by 

ten treatments and three replications. The treatments consisted of using water with different 

concentrations of glyphosate (3.0; 6.0; 9.0 and 12.0 mg a.e. L-1), 2.4-D (5.0; 10.0; 20.0 and 30.0 

mg a.e. L-1) and the mixture of both (5.0 mg a.e. L-1 of 2,4-D + 10.0 mg a.e. L-1 of glyphosate) 

both for the incubation of eggs and semen activation. The eggs and semen of the control group 

were incubated and activated in distilled water, respectively. In embryos and larvae, were 

evaluated the rates of fertilization, hatching, larval normality, activity of the enzymes catalase 

(CAT), glutathione-S-transferase (GST), superoxide dismutase (SOD), lipoperoxidation 

(LPO), protein carbonylation (PCO) and DNA damage. In semen, the variables analyzed were: 

sperm motility, linearity, curvilinear velocity (VCL), average path velocity (VAP), straight-line 

velocity (VSL), and sperm velocity (VE). Exposure to glyphosate and the mixture of herbicides 

significantly decreased the fertilization of oocytes and the hatching of eggs. Exposure to 2,4-D 

and the mixture of herbicides caused damage to the genetic material of larvae silver catfish. 

The herbicides 2,4-D, glyphosate, and the mixture of both were harmful to sperm motility. Our 

results show that although high concentrations of the herbicides were used, changes caused by 

them were detected in only some of the tested biomarkers. 

 

Keywords: biomarkers, gametes, pesticides, reproductive toxicology, sperm quality 
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3.1 INTRODUÇÃO 

 

Os agrotóxicos podem entrar no ambiente aquático por meio de fontes acidentais ou 

controladas (descargas urbanas e industriais), e também por meio de fontes difusas originárias 

de atividades domésticas e agrícolas. A contaminação das águas continentais e marinhas por 

agrotóxicos é devido principalmente a atividade agrícola, e a maioria das moléculas envolvidas 

é de herbicidas (AKCHA et al., 2012). 

Segundo dados do IBAMA (2020), o glifosato e o ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-

D) são os dois herbicidas mais comercializados no Brasil. O glifosato é um composto 

organofosforado, indicado para aplicação em pós-emergência, não-seletivo e de amplo espectro 

de ação, largamente utilizado para controlar plantas daninhas de folhas largas e gramíneas que 

rivalizam com as culturas agrícolas (ÇAĞLAR; KOLANKAYA, 2008). Os ácidos 

fenoxiacéticos, como o 2,4-D, agem como reguladores de crescimento das plantas, sendo 

absorvidos principalmente pelos folículos vegetais e por isso são usados para combater o 

crescimento de plantas daninhas de folhas largas nas plantações (BRAND et al., 2002).  

Resíduos de glifosato e 2,4-D foram encontrados em ambientes aquáticos no Brasil em 

concentrações que variaram, respectivamente, entre cerca de 0,0033 e 2,024 mg L-1 

(DELMONICO et al., 2014; FREIRE et al., 2012) e 0,00115 e 5,08 mg L-1 (PINHEIRO et al., 

2010; CHAIM et al., 2010). Todavia, animais expostos repetidamente a certos herbicidas 

podem apresentar alterações na produção e liberação de hormônios, interferindo diretamente na 

capacidade reprodutiva (ROMANO et al., 2009). Além disso, os herbicidas podem induzir o 

estresse oxidativo, produzindo radicais livres e causando peroxidação lipídica. O incremento 

da peroxidação lipídica e do estresse oxidativo podem danificar as atividades dos antioxidantes 

enzimáticos protetores que mostram ser indicadores sensíveis do aumento das reações de 

oxidação (BUKOWSKA, 2006). Os efeitos negativos no comportamento reprodutivo e no 

estresse oxidativo não se restringem apenas as populações naturais, já que o abastecimento de 

tanques de produção aquícola com águas superficiais e/ou subterrâneas com a presença de 

resíduos de herbicidas pode prejudicar o desenvolvimento da aquicultura, tanto em nível 

produtivo quanto em nível econômico (SILVA et al., 2015). 

O mecanismo de ação tóxica em animais e humanos do 2,4-D, compreende os danos às 

membranas celulares dose-dependentes, que podem induzir a toxicidade ao sistema nervoso 

central (SNC), danificando a barreira hematoencefálica e interrompendo os mecanismos de 

transporte da membrana neuronal, a interrupção do metabolismo da acetilcoenzima A (acetil-

CoA) e o desacoplamento da fosforilação oxidativa (como consequência da interferência nas 



    55 
 

vias metabólicas celulares envolvendo a acetil-CoA ou devido a ruptura das membranas 

intracelulares pelo herbicida) (BRADBERRY et al., 2004a). Enquanto o mecanismo de ação 

tóxica do glifosato está relacionado ao desacoplamento da fosforilação oxidativa mitocondrial 

(MOSSINI; NISHIYAMA, 2017). Embora o glifosato seja um composto que contém fósforo, 

não há evidências de inibição significativa da acetilcolinesterase (AChE) em mamíferos in vivo 

(BRADBERRY et al., 2004b), porém em peixes (Prochilodus lineatus) foi observada inibição 

da atividade da AChE cerebral e muscular e ocorrência de alterações importantes nas defesas 

antioxidantes, como diminuição dos níveis de glutationa S-transferase (GST) (MODESTO; 

MARTINEZ, 2010). 

O jundiá (Rhamdia quelen) é uma espécie nativa da região Sul do Brasil, que apresenta 

alta velocidade de crescimento, grande rusticidade, ótima qualidade da carne e imenso potencial 

para produção intensiva (CARDOSO et al., 2004). A espécie é facilmente produzida em 

cativeiro, adapta-se facilmente aos ensaios laboratoriais e conhece-se a sua biologia reprodutiva 

(BRITO, 2015), além de possuir grande importância econômica e ecológica. Diversos estudos 

já foram realizados utilizando jundiás como bioindicadores em ambientes aquáticos 

contaminados por glifosato (SOSO et al., 2007; MENEZES et al., 2011) e 2,4-D (CATTANEO 

et al., 2008; MENEZES et al., 2014), porém estudos visando avaliar eventuais efeitos desses 

herbicidas em gametas, embriões e larvas de jundiás são escassos.  

A avaliação da qualidade espermática é extremamente importante para peixes 

teleósteos, que possuem fertilização externa, já que seus gametas entram em contato direto com 

os poluentes aquáticos (GONÇALVES et al., 2018), o que torna o jundiá um excelente modelo 

para avaliar os efeitos dos herbicidas 2,4-D e glifosato sobre as células espermáticas. Estudos 

focados na reprodução de peixes mostraram que concentrações de glifosato de 0,5 e 7,8 mg e.a. 

L-1 causaram efeitos negativos na qualidade das células espermáticas das espécies Jenynsia 

multidentata e Odontesthes humensis, respectivamente (SÁNCHEZ et al., 2017; SILVEIRA et 

al., 2019). 

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos herbicidas 2,4-D, glifosato e a mistura 

de ambos sobre o estresse oxidativo, a genotoxicidade, as taxas de fertilização, eclosão, 

normalidade larval e sobre os parâmetros espermáticos em jundiás.  
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3.2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

Este trabalho foi dividido em dois experimentos: o primeiro consistiu em avaliar os 

efeitos da contaminação da água de incubação com diferentes concentrações de glifosato, 2,4-

D e da mistura de ambos sobre embriões e larvas de jundiás e o segundo constou na avaliação 

dos efeitos da contaminação da água de ativação com diferentes concentrações de glifosato, 

2,4-D e da mistura de ambos sobre as células espermáticas de jundiás.  

No primeiro, foram utilizados 18 machos (114,85 ± 28,87 g) e 31 fêmeas (168,17 ± 

47,32 g) de jundiá. No segundo, foram utilizados 15 machos (171,14 ± 42,33 g) de jundiá. 

Todos os peixes foram provenientes do Laboratório de Tecnologia da Reprodução de Animais 

Aquáticos Cultiváveis (LATRAAC), instalado no Instituto de Pesquisa em Aquicultura 

Ambiental (InPAA), da Universidade Estadual do Oeste do Paraná (Unioeste) - Campus de 

Toledo. Esses peixes pertenciam a um estoque de reprodutores que estavam alojados em um 

tanque escavado revestido de concreto, com fundo de terra e área de 200 m2, sem renovação de 

água e com abastecimento somente para compensar a perda de água por evaporação e 

infiltração. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com ração comercial contendo 32% 

de proteína bruta. A realização deste estudo foi autorizada pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Oeste do Paraná, certificado sob o número 16-

20. 

 

 

3.2.1 Experimento 1 

 

 

3.2.1.1 Herbicidas 

 

Os produtos comerciais utilizados neste experimento foram os herbicidas GLI OVER® 

contendo 480 g L-1 de sal de isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina, 360 g L-1 de 

equivalente ácido (e.a.) de N-(fosfonometil) glicina e 696,3 g L-1 de outros ingredientes e U46 

PRIME® contendo 806 g L-1 de sal de dimetilamina do ácido 2,4-diclorofenoxiacético, 670 g 

L-1 de equivalente ácido de 2,4-D, sal de dimetilamina e 429 g L-1 de outros ingredientes. As 

concentrações de glifosato e 2,4-D foram calculadas com base na concentração de equivalente 

ácido existente nos produtos comerciais.  
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3.2.1.2 Preparo das soluções estoques 

 

Foram preparadas soluções estoques de 2,4-D e glifosato de 1000 mg e.a. L-1. As 

concentrações de 2,4-D utilizadas foram: 5,0; 10,0; 20,0 e 30,0 mg e.a. L-1, enquanto as 

concentrações de glifosato utilizadas foram: 3,0; 6,0; 9,0 e 12,0 mg e.a. L-1. Essas concentrações 

foram obtidas a partir da diluição das soluções estoques em água destilada. 

A mistura dos herbicidas 2,4-D e glifosato foi preparada a partir da diluição das soluções 

estoques em água destilada na seguinte concentração final: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg 

e.a. L-1 de glifosato. As concentrações de glifosato e 2,4-D utilizadas na mistura dos herbicidas 

foram baseadas nas maiores concentrações encontradas no ambiente aquático, respectivamente 

por Zhang et al. (2016) e Chaim et al. (2010).  

 

 

3.2.1.3 Seleção dos reprodutores, coleta de gametas e obtenção dos embriões  

 

Os reprodutores foram selecionados no próprio tanque, no mês de fevereiro de 2019, 

empregando-se como parâmetros, nas fêmeas, abdômen arredondado, papila urogenital 

avermelhada, coloração e tamanho dos ovócitos uniformes e nos machos, presença de sêmen 

(WITECK et al., 2011).  

Após a seleção, os reprodutores foram levados ao laboratório, pesados, marcados e 

separados por sexo em tanques individuais. Posteriormente, os peixes foram submetidos aos 

procedimentos para hipofisação e extrusão dos gametas.  

Os reprodutores foram induzidos com aplicação de extrato de hipófise de carpa (EHC). 

As fêmeas receberam uma dose preparatória de 0,5 mg de EHC kg-1 e, após 12 horas, receberam 

uma segunda dose de 5,0 mg de EHC kg-1 (BOMBARDELLI et al., 2006). Os machos 

receberam uma dose única de 3,0 mg de EHC kg-1 no mesmo horário da aplicação da segunda 

dose nas fêmeas (BOMBARDELLI et al., 2016). As aplicações de extrato de hipófise de carpa 

foram realizadas via intramuscular, próximo da nadadeira dorsal.  

Após 240 horas-grau ou unidades térmicas acumuladas, foram realizadas as coletas dos 

gametas. Neste momento, os peixes foram contidos e secos com papel-toalha. Posteriormente, 

foi efetuada massagem na região ventral dos animais em sentido céfalo-caudal. O sêmen foi 

coletado em tubo de ensaio e os ovócitos foram coletados em bacia de plástico limpa e seca 

(BOMBARDELLI et al., 2006). As primeiras parcelas de sêmen liberadas foram descartadas 
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para evitar possíveis contaminações com urina, fezes ou sangue (SANCHES et al., 2015), assim 

como as porções de ovócitos liberadas com esses fluidos (SANCHES et al., 2009). 

Para a fertilização artificial foram utilizados 3 pools de ovócitos, sendo 2 pools 

compostos pelos gametas de 10 fêmeas e 1 pool composto pelos gametas de 11 fêmeas e 3 pools 

de sêmen compostos cada um pelos gametas de 6 machos. A mistura de ovócitos com sêmen 

foi fertilizada com água do sistema de incubação de ovos. Os gametas fertilizados foram 

mantidos em movimento suave por 1 minuto. Após, os ovos foram lavados para a remoção do 

excesso de sêmen e incubados por 1 hora em incubadoras de fibra de vidro com capacidade de 

60 litros.  

 

 

3.2.1.4 Determinação das taxas de fertilização, eclosão e normalidade larval 

 

Os ovos incubados por 1 hora em incubadoras de fibra de vidro foram transferidos para 

placas de cultivo celular de 24 poços da marca KASVI, modelo K12-024 a uma densidade de 

5 ovos por poço, contendo 2 mL de água contaminada em cada poço. As placas foram mantidas 

sem agitação, em temperatura ambiente e em fotoperíodo natural durante todo o experimento. 

Neste ensaio, foi utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado, composto 

por dez tratamentos e três repetições. Os tratamentos foram constituídos pelo uso de água com 

diferentes concentrações de glifosato (3,0; 6,0; 9,0 e 12,0 mg e.a. L-1), 2,4-D (5,0; 10,0; 20,0 e 

30,0 mg e.a. L-1) e a mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de glifosato). 

O grupo controle foi incubado em água destilada. Foi considerado como uma unidade 

experimental 12 poços contendo 60 ovos de jundiá. 

Decorridas 12 horas após a fertilização artificial, foi mensurada a taxa de fertilização 

(TF), utilizando-se a fórmula: TF = número de ovos viáveis x 100/número total de ovos.  

A taxa de eclosão foi mensurada 38 horas após a fertilização artificial. Para o cálculo da 

taxa de eclosão (TE) aplicou-se a seguinte equação: TE = número de larvas eclodidas x 

100/número total de ovos. 

As possíveis anormalidades morfológicas foram avaliadas 62 horas após a fertilização 

artificial. Ao final deste período, todas as larvas foram fixadas em formol 4% tamponado. As 

larvas foram analisadas com auxílio de um estereomicroscópio em um aumento de 10x. Foram 

consideradas anormais as larvas que apresentaram alterações na coluna vertebral, olhos 

deformados, cabeça deformada, edema do saco vitelínico, edema cardíaco e tamanho reduzido 
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(JEZIERSKA et al., 2000). A taxa de normalidade larval (TNL) foi calculada utilizando-se a 

fórmula: TNL = número de larvas normais x 100/número total de larvas. 

 

 

3.2.1.5 Análise de indicadores do estresse oxidativo 

 

Os ovos incubados por 1 hora em incubadoras de fibra de vidro foram transferidos para 

recipientes plásticos contendo 200 mL de água contaminada, a uma densidade de 3,0 mL de 

ovos (401 ± 33 ovos) por recipiente plástico. A incubação dos ovos em recipientes plásticos foi 

realizada em água parada, em temperatura ambiente e em fotoperíodo natural. O delineamento 

experimental utilizado foi idêntico ao do ensaio anterior. Foi considerado como uma unidade 

experimental um recipiente plástico contendo 3,0 mL de ovos (401 ± 33 ovos) de jundiá. As 

larvas foram coletadas 45 horas após a fertilização artificial, eutanasiadas a -20ºC, colocadas 

em microtubos tipo eppendorf e armazenadas a -80ºC.  

O pool contendo 100 larvas foi preparado, sendo adicionado tampão fosfato salina e 

posteriormente homogeneizado, centrifugado a 11000 rpm a 4ºC por 10 minutos. O 

sobrenadante foi coletado, fracionado em microtubos tipo eppendorf, congelado e armazenado 

a -80ºC para posteriores análises. 

A concentração proteica foi determinada espectrofotometricamente a 595 nm utilizando 

o método de Bradford (1976) com albumina de soro bovino como padrão. Após a leitura da 

proteína, as amostras foram normalizadas para a concentração de 1 mg mL-1 para a realização 

dos ensaios bioquímicos.  

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 240 nm conforme Aebi (1984). A atividade da glutationa-S-transferase 

(GST) foi determinada em espectrofotômetro a 340 nm de acordo com Habig et al. (1974). A 

atividade da superóxido dismutase (SOD) foi medida em espectrofotômetro a 560 nm segundo 

Crouch et al. (1981). Os níveis de lipoperoxidação (LPO) foram estimados 

espectrofotometricamente a 570 nm de acordo com o método descrito por Jiang et al. (1992). 

A carbonilação de proteínas (PCO) foi mensurada em espectrofotômetro a 360 nm de acordo 

com Levine et al. (1990).  
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3.2.1.6 Análise dos danos no DNA 

 

Os ovos incubados por 1 hora em incubadoras de fibra de vidro foram transferidos para 

recipientes plásticos contendo 100 mL de água contaminada, a uma densidade de 1,5 mL de 

ovos (173 ± 23 ovos) por recipiente plástico. A incubação dos ovos em recipientes plásticos foi 

realizada em água parada, em temperatura ambiente e em fotoperíodo natural. O delineamento 

experimental utilizado foi idêntico aos dos ensaios anteriores. Foi considerado como uma 

unidade experimental um recipiente plástico contendo 1,5 mL de ovos (173 ± 23 ovos) de 

jundiá. 

As larvas foram coletadas 48 horas após a fertilização artificial, eutanasiadas a -20ºC e 

colocadas em microtubos tipo eppendorf contendo 500 µL de soro bovino fetal, armazenadas 

sob refrigeração e na ausência de luz.  

Os danos no DNA foram quantificados por meio do ensaio cometa alcalino, segundo 

Singh et al. (1988) com modificações de Ramsdorf et al. (2009). O pool contendo 30 larvas foi 

desagregado em micro-homogeneizador (tipo Potter) e centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos. 

Posteriormente, descartou-se 200 µL do sobrenadante. Após, foi adicionado 120 µL de agarose 

de baixo ponto de fusão (LMP), homogeneizou-se e então o conteúdo foi dispensado em três 

lâminas. As lâminas foram colocadas em solução de lise por três horas. Em seguida, foram 

cobertas por tampão alcalino por 25 minutos e então submetidas à eletroforese (25 V e 300 mA) 

durante 25 minutos. 

As lâminas foram preparadas em triplicata. Antes da análise as lâminas foram coradas 

com 20 μL de brometo de etídio (10 μL mL-1). A análise foi realizada em teste cego de 100 

nucleoides por lâmina, com microscópio de epifluorescência em aumento de 400x. Os 

nucleoides foram classificados por análise visual com atribuição de escores para cada classe de 

danos do DNA, sendo 0 = sem danos aparente, 1 = dano pequeno, 2 = dano médio, 3 = dano 

extenso e 4 = dano máximo (COLLINS et al., 1997; KOPPEN et al., 2017).  
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3.2.2 Experimento 2 

 

 

3.2.2.1 Parâmetros espermáticos 

 

Na execução deste experimento, foram utilizados os mesmos produtos comerciais e as 

mesmas concentrações de glifosato, 2,4-D e da mistura de ambos do experimento 1. 

A seleção dos reprodutores, a indução hormonal e a coleta do sêmen foram realizadas 

de forma idêntica ao primeiro experimento. Para as análises espermáticas foram utilizados 3 

pools de sêmen compostos cada um pelos gametas de 5 machos. O sêmen coletado foi mantido 

sob refrigeração (12,0 ± 1,0ºC) durante o tempo necessário para a realização das análises 

espermáticas (ADAMES et al., 2015). 

Alíquotas de sêmen foram avaliadas pelo plugin CASA (Computer Assisted Sperm 

Analysis) em software livre (WILSON-LEEDY; INGERMANN, 2007). A ativação espermática 

foi realizada em microtubos tipo eppendorf, utilizando-se 1 μL de sêmen e 1000 μL da solução 

ativadora. O sêmen ativado (10 μL) foi pipetado em câmara de Neubauer, coberto com lamínula 

e visualizado em microscópio óptico em um aumento de 10x. O movimento dos 

espermatozoides foi avaliado aos 12 e 14 segundos após o início da ativação espermática. As 

variáveis analisadas foram: motilidade espermática, linearidade, velocidade curvilínea (VCL), 

velocidade média de deslocamento (VAP) e velocidade em linha reta (VSL). O delineamento 

experimental utilizado foi idêntico aos dos ensaios anteriores. Os tratamentos aplicados foram 

constituídos pela ativação do sêmen com água contaminada com glifosato (3,0; 6,0; 9,0 e 12,0 

mg e.a. L-1), 2,4-D (5,0; 10,0; 20,0 e 30,0 mg e.a. L-1) e a mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 

2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de glifosato). O sêmen do grupo controle foi ativado com água 

destilada. Foi considerado como uma unidade experimental o sêmen proveniente de um pool. 

Os dados de velocidade (VCL, VAP e VSL) foram agrupados pela análise de componentes 

principais (PCA), gerando uma nova variável chamada velocidade espermática (VE) 

(TESSARO et al., 2012). 

 

 

3.2.3 Análise estatística  

 

Os resultados obtidos nas taxas de fertilização, eclosão, normalidade larval, atividades 

enzimáticas, ensaio cometa e parâmetros espermáticos tiveram a normalidade e a 
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homogeneidade testadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. No caso de 

dados paramétricos, foi aplicada a análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste de 

Dunnett, a um nível de significância de 0,05. No caso de dados não paramétricos foi aplicado 

o teste de Kruskall-Wallis, seguido pelo teste de Dunn, com nível de significância de 0,05. 

Tanto os dados da atividade enzimática da lipoperoxidação quanto os dados da motilidade 

espermática passaram por transformação logarítmica para atender aos pressupostos de 

homogeneidade das variâncias e normalidade dos resíduos. Os resultados foram expressos 

como média ± desvio padrão (DP). 

 

 

3.3 RESULTADOS 

 

 

3.3.1 Taxas de fertilização, eclosão e normalidade larval 

 

As taxas de fertilização dos ovócitos diminuíram significativamente à medida que a 

concentração de glifosato na água aumentou. As concentrações de 2,4-D presentes na água não 

interferiram sobre as taxas de fertilização dos ovócitos. Os herbicidas testados de forma 

combinada apresentaram resultado semelhante ao glifosato testado de forma isolada nas 

maiores concentrações (Figura 1).  
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Figura 1. Taxa de fertilização dos ovócitos de jundiá (Rhamdia quelen). (A) C: Controle; G3: 

3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. L-1 de glifosato; 

G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 10D: 10,0 mg 

e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; (C) C: 

Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de glifosato). Valores 

expressos em média ± DP. Letras diferentes correspondem a diferenças significativas (p < 0,05) 

entre os tratamentos e o controle pelo teste de ANOVA seguida do teste de Dunnett  

 

As taxas de eclosão tiveram comportamento semelhante aos das taxas de fertilização. A 

porcentagem de ovos eclodidos diminuiu com o aumento da concentração de glifosato na água. 

A água contaminada com o 2,4-D não afetou as taxas de eclosão dos ovos, as quais 

permaneceram constantemente altas em todos os tratamentos. O efeito deletério causado pela 

mistura dos herbicidas foi similar ao causado pelo glifosato (Figura 2).  
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Figura 2. Taxa de eclosão dos ovos de jundiá (Rhamdia quelen). (A) C: Controle; G3: 3,0 mg 

e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G12: 12,0 

mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 10D: 10,0 mg e.a. L-1 

de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; (C) C: Controle; M: 

mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de glifosato). Valores expressos 

em média ± DP. Letras diferentes correspondem a diferenças significativas (p < 0,05) entre os 

tratamentos e o controle pelo teste de ANOVA seguida do teste de Dunnett  

 

As diferentes concentrações dos herbicidas 2,4-D e glifosato, além da mistura de ambos, 

não afetaram as taxas de normalidade larval (Figura 3). 
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Figura 3. Taxa de normalidade larval de jundiá (Rhamdia quelen). (A) C: Controle; G3: 3,0 mg 

e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G12: 12,0 

mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 10D: 10,0 mg e.a. L-1 

de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; (C) C: Controle; M: 

mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de glifosato). Valores expressos 

em média ± DP 

 

 

3.3.2 Indicadores do estresse oxidativo 

 

A atividade da CAT (Figura 4), da GST (Figura 5), da LPO (Figura 6) e da PCO (Figura 

7) não foram alteradas em nenhuma das concentrações testadas de glifosato, 2,4-D e da mistura 

dos herbicidas. A atividade da SOD não foi evidenciada em nenhum dos tratamentos. 
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Figura 4. Atividade da catalase (CAT) em larvas de jundiá (Rhamdia quelen). (A) C: Controle; 

G3: 3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. L-1 de glifosato; 

G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 10D: 10,0 mg 

e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; (C) C: 

Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de glifosato). Valores 

expressos em média ± DP 
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Figura 5. Atividade da glutationa-S-transferase (GST) em larvas de jundiá (Rhamdia quelen). 

(A) C: Controle; G3: 3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg 

e.a. L-1 de glifosato; G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 

2,4-D; 10D: 10,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 

de 2,4-D; (C) C: Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de 

glifosato). Valores expressos em média ± DP 
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Figura 6. Níveis de lipoperoxidação (LPO) em larvas de jundiá (Rhamdia quelen). (A) C: 

Controle; G3: 3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. L-1 

de glifosato; G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 

10D: 10,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-

D; (C) C: Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de 

glifosato). Valores expressos em média ± DP 
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Figura 7. Níveis de carbonilação de proteínas (PCO) em larvas de jundiá (Rhamdia quelen). 

(A) C: Controle; G3: 3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg 

e.a. L-1 de glifosato; G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 

2,4-D; 10D: 10,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 

de 2,4-D; (C) C: Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de 

glifosato). Valores expressos em média ± DP 

 

 

3.3.3 Danos no DNA 

 

Em larvas de jundiá, o glifosato mostrou-se não genotóxico. O 2,4-D mostrou-se 

genotóxico às larvas de jundiá nas concentrações de 5,0; 20,0 e 30,0 mg e.a. L-1. A mistura dos 

herbicidas causou danos ao DNA de larvas de jundiá (Figura 8).  
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Figura 8. Escores do ensaio cometa de larvas de jundiá (Rhamdia quelen). (A) C: Controle; G3: 

3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. L-1 de glifosato; 

G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 10D: 10,0 mg 

e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; (C) C: 

Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de glifosato). Valores 

expressos em média ± DP. Letras diferentes correspondem a diferenças significativas (p < 0,05) 

entre os tratamentos e o controle pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn 

 

 

3.3.4 Parâmetros espermáticos 

 

As taxas de motilidade espermática não sofreram interferência das diferentes 

concentrações de glifosato, porém diminuíram significativamente em todas as concentrações 

de 2,4-D testadas e na mistura dos herbicidas, no tempo 12 segundos após a ativação 

espermática (Figura 9).  
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Figura 9. Motilidade espermática aos 12 segundos após a ativação espermática. (A) C: Controle; 

G3: 3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. L-1 de glifosato; 

G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato. (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 10D: 10,0 mg 

e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; (C) C: 

Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de glifosato). Valores 

expressos em média ± DP. Letras diferentes correspondem a diferenças significativas (p < 0,05) 

entre os tratamentos e o controle pelo teste de ANOVA seguida do teste de Dunnett 

 

No tempo 14 segundos, a porcentagem de espermatozoides móveis diminuiu 

significativamente com o aumento da concentração de glifosato, além de ter diminuído em todas 

as concentrações testadas de 2,4-D e na mistura dos herbicidas (Figura 10). 
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Figura 10. Motilidade espermática aos 14 segundos após a ativação espermática. (A) C: 

Controle; G3: 3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. L-1 

de glifosato; G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 

10D: 10,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-

D; (C) C: Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de 

glifosato). Valores expressos em média ± DP. Letras diferentes correspondem a diferenças 

significativas (p < 0,05) entre os tratamentos e o controle pelo teste de ANOVA seguida do 

teste de Dunnett 

 

Nenhuma diferença foi observada na linearidade dos espermatozoides entre os grupos, 

em nenhum dos tempos de ativação espermática avaliados (Figuras 11 e 12). 
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Figura 11. Linearidade aos 12 segundos após a ativação espermática. (A) C: Controle; G3: 3,0 

mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G12: 

12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 10D: 10,0 mg e.a. 

L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; (C) C: Controle; 

M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de glifosato). Valores 

expressos em média ± DP 
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Figura 12. Linearidade aos 14 segundos após a ativação espermática. (A) C: Controle; G3: 3,0 

mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G12: 

12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 10D: 10,0 mg e.a. 

L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; (C) C: Controle; 

M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de glifosato). Valores 

expressos em média ± DP 

 

A velocidade curvilínea (VCL) não foi afetada pelas diferentes concentrações de 

glifosato, 2,4-D e pela mistura de ambos, nos tempos 12 e 14 segundos após a ativação 

espermática (Figuras 13 e 14).  
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Figura 13. Velocidade curvilínea (VCL) aos 12 segundos após a ativação espermática. (A) C: 

Controle; G3: 3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. L-1 

de glifosato; G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 

10D: 10,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-

D; (C) C: Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de 

glifosato). Valores expressos em média ± DP 
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Figura 14. Velocidade curvilínea (VCL) aos 14 segundos após a ativação espermática. (A) C: 

Controle; G3: 3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. L-1 

de glifosato; G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 

10D: 10,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-

D; (C) C: Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de 

glifosato). Valores expressos em média ± DP 

  

A velocidade média de deslocamento (VAP) não foi influenciada pelas diferentes 

concentrações testadas de glifosato, 2,4-D e a mistura de ambos, aos 12 e aos 14 segundos após 

a ativação espermática (Figuras 15 e 16).  
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Figura 15. Velocidade média de deslocamento (VAP) aos 12 segundos após a ativação 

espermática. (A) C: Controle; G3: 3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; 

G9: 9,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 

mg e.a. L-1 de 2,4-D; 10D: 10,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 

mg e.a. L-1 de 2,4-D; (C) C: Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg 

e.a. L-1 de glifosato). Valores expressos em média ± DP 
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Figura 16. Velocidade média de deslocamento (VAP) aos 14 segundos após a ativação 

espermática. (A) C: Controle; G3: 3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; 

G9: 9,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 

mg e.a. L-1 de 2,4-D; 10D: 10,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 

mg e.a. L-1 de 2,4-D; (C) C: Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg 

e.a. L-1 de glifosato). Valores expressos em média ± DP 

 

A velocidade em linha reta (VSL) não sofreu efeito dos tratamentos, aos 12 e aos 14 

segundos após a ativação espermática (Figuras 17 e 18).  
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Figura 17. Velocidade em linha reta (VSL) aos 12 segundos após a ativação espermática. (A) 

C: Controle; G3: 3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. 

L-1 de glifosato; G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-

D; 10D: 10,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 

2,4-D; (C) C: Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de 

glifosato). Valores expressos em média ± DP 
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Figura 18. Velocidade em linha reta (VSL) aos 14 segundos após a ativação espermática. (A) 

C: Controle; G3: 3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. 

L-1 de glifosato; G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-

D; 10D: 10,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 

2,4-D; (C) C: Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de 

glifosato). Valores expressos em média ± DP 

  

As diferentes concentrações de glifosato, 2,4-D e a mistura de ambos não afetaram a 

velocidade espermática (VE), em nenhum dos tempos de ativação analisados (Figuras 19 e 20).  

 

(A) (B) 

(C) 



    81 
 

C G3 G6 G9 G12

0

10

20

30

40

50

60

70

V
E

 (
m

m
 s

-1
)

C 5D 10D 20D 30D

0

10

20

30

40

50

60

70

V
E

 (
m

m
 s

-1
)

 

C M

0

10

20

30

40

50

60

70

V
E

 (
m

m
 s

-1
)

 

Figura 19. Velocidade espermática (VE) aos 12 segundos após a ativação espermática. (A) C: 

Controle; G3: 3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. L-1 

de glifosato; G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 

10D: 10,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-

D; (C) C: Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de 

glifosato). Valores expressos em média ± DP 
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Figura 20. Velocidade espermática (VE) aos 14 segundos após a ativação espermática. (A) C: 

Controle; G3: 3,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G6: 6,0 mg e.a. L-1 de glifosato; G9: 9,0 mg e.a. L-1 

de glifosato; G12: 12,0 mg e.a. L-1 de glifosato; (B) C: Controle; 5D: 5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 

10D: 10,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 20D: 20,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D; 30D: 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-

D; (C) C: Controle; M: mistura de ambos (5,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D + 10,0 mg e.a. L-1 de 

glifosato). Valores expressos em média ± DP 

 

 

3.4 DISCUSSÃO 

 

As concentrações de 2,4-D utilizadas neste estudo, foram insuficientes para causar 

efeitos deletérios à fertilização e à eclosão. Estes resultados, possivelmente, ocorreram pelo fato 

de que as concentrações de 2,4-D presentes na água de incubação foram muito menores que a 

concentração letal (CL50) do 2,4-D para Rhamdia quelen (745,0 mg L-1) (CATTANEO et al., 

2008). Bringolf et al. (2004) também não observaram diferenças significativas nas taxas de 

fertilização e eclosão em Pimephales promelas expostos a atrazina nas concentrações de 5,0 e 

50,0 μg L-1. Gomes (2017) relatou que concentrações crescentes de 2,4-D (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 

(A) (B) 

(C) 
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3,0; 4,0 e 5,0 mg L-1) não interferiram significativamente na capacidade de eclosão de embriões 

de zebrafish (Danio rerio). 

Concentrações crescentes de glifosato reduziram as taxas de fertilização e eclosão em 

jundiás. Possíveis explicações para este resultado, no que se refere ao insucesso na fertilização, 

pode ser atribuído ao dano potencial dos gametas que ocorre durante a gametogênese e/ou 

fertilização, e não devido à exposição direta ao glifosato (UREN WEBSTER et al., 2014). O 

insucesso na eclosão, pode estar relacionado aos déficits comportamentais, que resultam em 

enfraquecimento ou atraso do movimento muscular espontâneo (HAENDEL et al., 2004) e a 

inibição da corionase (WAIWOOD; HAYA, 1983). Zhang et al. (2017) reportaram aumento da 

taxa de eclosão em zebrafish (Danio rerio) expostos a concentrações crescentes de glifosato 

(0,0; 0,1; 1,0; 10,0; 100,0; 200,0 e 400,0 mg L-1). Os autores não previam esse resultado, mas 

presumem que a exposição ao glifosato pode diminuir a tensão superficial do córion, fazendo 

com que as taxas de eclosão aumentem. Isto se deve ao fato de que o glifosato tem a capacidade 

de destruir a estrutura do córion, permitindo que ocorra um rompimento frágil e fácil. 

Neste trabalho, a mistura dos herbicidas reduziu o sucesso da fertilização e da eclosão. 

Esses resultados indicam que o responsável pela redução nas taxas de fertilização e eclosão 

quando utilizado os herbicidas de forma combinada é o glifosato e não o 2,4-D. Gomes (2017) 

também verificou que concentrações crescentes (0,0; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 mg L-1) do produto 

comercial Tordon® (2,4-D + picloram) diminuem as taxas de eclosão. A autora sugere que a 

redução da taxa de eclosão foi ocasionada pelo picloram ou pelos ingredientes inertes presentes 

na formulação comercial.  

No presente trabalho, não foram observadas anormalidades morfológicas significativas 

em larvas de jundiá expostas ao glifosato, 2,4-D e a mistura de ambos. Entretanto, em estudo 

realizado por Zhang et al. (2017) a exposição de larvas de zebrafish (Danio rerio) a altas 

concentrações de glifosato (100,0; 200,0 e 400,0 mg L-1) resultaram em menores comprimentos 

corporais, além de olhos e cabeças menores. Porém, não houve alterações morfológicas em 

concentrações mais baixas de glifosato (0,0; 0,1; 1,0; 10,0 mg L-1). Os autores supunham que a 

toxicidade do glifosato pode estar relacionada à acidez presente em concentrações mais 

elevadas, já que quimicamente o glifosato é um ácido orgânico fraco.  

A CAT é um dos catalisadores naturais mais eficientes, sendo capaz de decompor o 

peróxido de hidrogênio tóxico de um modo extremamente rápido (SCANDALIOS, 2005). Os 

resultados obtidos pelas análises de indicadores do estresse oxidativo, como a da catalase, 

demonstraram que não houve alteração da atividade enzimática em larvas de jundiá expostas 

ao 2,4-D, ao glifosato e a mistura de ambos. Tais resultados corroboram com os resultados 
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encontrados por Sobjak et al. (2017), que também não observaram alterações na atividade desta 

enzima em ovos/larvas de jundiá expostos a uma concentração de 6,5 mg L-1 de glifosato. 

A glutationa-S-transferase exerce uma função importante na desintoxicação e 

eliminação de compostos eletrofílicos, incluindo os agrotóxicos (JONSSON et al., 2002), e a 

sua atividade é influenciada pelo tipo e concentração do contaminante, pelo tempo de exposição 

e pela espécie (ORUÇ; ÜNER, 2000). Neste estudo, não foi verificada alteração na atividade 

da GST em larvas de jundiá expostas ao 2,4-D, ao glifosato e a mistura de ambos. Esses 

resultados sugerem que a GST desempenhou um papel fraco na desintoxicação dos herbicidas 

(WU et al., 2011). Sobjak et al. (2017) também não constataram alteração na atividade da GST 

em ovos/larvas de jundiá expostos a uma concentração subletal de glifosato (6,5 mg L-1). 

Hostovsky et al. (2012) investigaram os efeitos da exposição subcrônica ao herbicida 

terbutilazina (0,9; 160,0; 520,0 e 820 µg L-1) na atividade da GST em estágios de 

desenvolvimento embrio-larval de carpa comum (Cyprinus carpio L.) e não encontraram 

alterações significativas na atividade da GST em nenhuma das concentrações de terbutilazina 

testadas. 

A superóxido dismutase é considerada a primeira linha de defesa contra a toxicidade 

causada pelas espécies reativas ao oxigênio (ROS) dentro de uma célula (ALSCHER et al., 

2002), e é um biomarcador amplamente utilizado para avaliar o estresse oxidativo em 

organismos aquáticos (ATAMANIUK et al., 2013; HONG et al., 2018). A atividade da SOD 

em embriões de zebrafish expostos ao 2,4-D nas concentrações de 25,0 e 50,0 mg L-1 não foi 

alterada (LI et al., 2017). Porém, curiosamente a superóxido dismutase não apresentou atividade 

em larvas de jundiá expostas ao glifosato, ao 2,4-D e a mistura de ambos. Uma vez que existem 

poucas informações sobre a atividade desta enzima em larvas de peixes expostas a 

contaminantes agrícolas, novos estudos são necessários para elucidar a sua atuação no 

desenvolvimento embrionário e larval.  

Durante o desenvolvimento larval é esperado o aumento da reação de lipoperoxidação, 

em consequência das várias transformações que ocorrem no organismo do animal (SOBJAK et 

al., 2017). Contudo, no presente trabalho não foi observado um aumento significativo na 

ocorrência de LPO em larvas de jundiá expostas ao glifosato, ao 2,4-D e a mistura de ambos. 

Hostovsky et al. (2012) também não verificaram um aumento significativo na lipoperoxidação, 

em estágios iniciais de desenvolvimento da carpa comum (Cyprinus carpio L.) após exposição 

subcrônica a terbutilazina (0,9; 160,0; 520,0 e 820 µg L-1). 

A exposição de peixes a herbicidas pode induzir o dano oxidativo em proteínas 

(CATTANEO et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2018; LORO et al., 2015). No entanto, neste 
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trabalho não foram observadas alterações significativas na ocorrência de PCO em larvas de 

jundiá expostas ao glifosato, ao 2,4-D e à mistura dos herbicidas. Atamaniuk et al. (2013) 

também não observaram diferenças nos níveis de PCO nas brânquias de goldfish (Carassius 

auratus L.) expostos ao 2,4-D (0,0; 1,0; 10,0 e 100,0 mg L-1).   

O ensaio cometa, demonstrou que o glifosato testado de forma isolada não foi 

genotóxico às larvas de jundiá, porém revelou aumento significativo de quebras ao DNA em 

larvas expostas as concentrações de 5,0; 20,0 e 30,0 mg e.a. L-1 de 2,4-D, e em larvas expostas 

a mistura dos herbicidas. Lajmanovich et al. (2015) pesquisaram os efeitos da exposição 

dérmica a formulações comerciais contendo clorpirifós (10,0 mg L-1), 2,4-D (20,0 mg L-1) e 

glifosato (20,0 mg L-1) durante 48 horas nos danos ao DNA em eritrócitos de sapos (Rhinella 

arenarum). Os autores observaram que apenas o inseticida clorpirifós e o herbicida 2,4-D 

induziram danos ao DNA. Assim como verificado no presente trabalho, estes resultados 

indicam que, possivelmente, as concentrações testadas de glifosato não foram suficientes para 

induzirem danos ao DNA ou os efeitos deste herbicida sobre o DNA de organismos aquáticos, 

ocorrem apenas após longo período de exposição, já que a sua absorção pela pele é muito baixa 

(WESTER et al., 1991). 

A motilidade dos espermatozoides ativados com diferentes concentrações de 2,4-D foi 

significativamente reduzida. Trutas arco-íris (Oncorhynchus mykiss) expostas ao inseticida 

cipermetrina (1,025; 2,05 e 4,1 µg L-1) também apresentaram redução significativa da 

motilidade espermática (KUTLUYER et al., 2016). Em Salmo coruhensis a motilidade dos 

espermatozoides diminuiu significativamente com a exposição aos inseticidas clorpirifós (5,0; 

10,0 e 15,0 µg L-1) (KUTLUYER et al., 2017) e malation (75,0; 100,0 e 125,0 µg L-1) 

(KOCABAŞ et al., 2018). O inseticida diazinon (0,01; 0,1; 0,2 e 0,5 mg L-1) também provocou 

efeitos adversos sobre a porcentagem de espermatozoides móveis em Rutilus frisii kutum 

(MASOULEH et al., 2011). A porcentagem de espermatozoides móveis em Barbonymus 

gonionotus também foi afetada negativamente pela exposição ao inseticida quinalphos (0,94 

mg L-1) (MISHU et al., 2020). Betancourt et al. (2006) sugerem que a redução da motilidade 

espermática, induzidas por herbicidas, pode ser causada pela ação adversa destes poluentes 

sobre a cadeia respiratória mitocondrial, que é essencial para a geração de energia durante o 

movimento dos espermatozoides. 

A motilidade dos espermatozoides de jundiá foi negativamente afetada pela exposição 

ao glifosato. Gonçalves et al. (2018) observaram que a motilidade espermática em Astyanax 

lacustres, após a ativação com concentrações crescentes de glifosato (50,0; 300,0 e 1800,0 μg 

L-1) foi zero. Lopes et al. (2014) relataram que concentrações crescentes de glifosato (0,0; 5,0 
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e 10,0 mg L-1) reduziram significativamente a motilidade espermática em zebrafish (Danio 

rerio). Harayashiki et al. (2013) também reportaram a redução da motilidade espermática em 

Poecilia vivipara expostos a 700,0 μg L-1 de glifosato. Sánchez et al. (2017) reportaram a 

mesma observação com relação a redução da motilidade espermática em Jenynsia multidentata 

expostos a três formulações comerciais de glifosato na concentração de 0,5 mg e.a. L-1. O 

glifosato pode inibir a atividade da succinato desidrogenase mitocondrial (BENACHOUR; 

SÉRALINI, 2009), contribuindo para a redução da porcentagem de espermatozoides móveis, 

já que a inibição desta enzima prejudica a produção de ATP (adenosina trifosfato) e o batimento 

dos flagelos (GONÇALVES et al., 2018). 

As outras variáveis de movimento espermático como a linearidade, a VCL, a VAP e a 

VSL não foram afetadas pelo uso do glifosato, do 2,4-D e da mistura dos herbicidas na ativação 

dos espermatozoides. Resultados divergentes foram observados por Silveira et al. (2019) para 

a linearidade, VCL, VAP e VSL em Odontesthes humensis expostos ao glifosato (7,8 mg e.a. 

L-1) por 24 horas onde ocorreu uma diminuição significativa nestes parâmetros, por Gonçalves 

et al. (2018) para VCL, VAP e VSL em Astyanax lacustres, após a ativação com concentrações 

crescentes de glifosato (50,0; 300,0 e 1800,0 μg L-1) onde todas as variáveis medidas 

apresentaram um valor zero e por Mishu et al. (2020) que evidenciaram uma influência negativa 

sobre a linearidade, VCL e VSL em espermatozoides de Barbonymus gonionotus expostos ao 

inseticida quinalphos (0,94 mg L-1). Estudo semelhante sobre o efeito da atrazina nos 

parâmetros espermáticos de carpa comum (Cyprinus carpio) (ÖZGÜR, 2019) mostrou que 

diferentes concentrações (0,001; 0,01; 0,1 e 0,5 mg L-1) deste herbicida não impactou 

negativamente a linearidade, a VCL e a VAP, estando de acordo com os resultados do nosso 

trabalho. 

A velocidade espermática é um fator determinante no sucesso da fertilização 

(LEVITAN, 2000; GAGE et al., 2004; GASPARINI et al., 2010). Como neste trabalho, a 

velocidade espermática não foi prejudicada pelo uso do glifosato, do 2,4-D e da mistura de 

ambos, podemos inferir que a ativação do sêmen com estes herbicidas não afeta o sucesso 

reprodutivo de jundiás, uma vez que a velocidade espermática está positivamente e 

significativamente associada ao sucesso da reprodução (GASPARINI et al., 2010).  
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3.5 CONCLUSÃO 

 

O glifosato mostrou-se pouco tóxico, nas concentrações testadas, para gametas, 

embriões e larvas de jundiá quando isolado. Apresentou alterações somente nas três maiores 

concentrações testadas, na motilidade espermática e nas duas maiores concentrações testadas, 

nas taxas de fertilização e eclosão. 

O 2,4-D causou toxicidade em todas as concentrações testadas, alterando a motilidade 

dos espermatozoides e nas concentrações de 5,0; 20,0 e 30,0 mg e.a. L-1, provocando danos ao 

material genético das larvas de jundiá.  

A mistura de ambos os herbicidas teve um padrão de alterações semelhante ao do 

glifosato quando isolado, no que se refere as taxas de fertilização, eclosão e motilidade 

espermática, e um padrão de alterações semelhante ao do 2,4-D quando isolado, no que se refere 

a indução da quebra na fita do DNA de larvas de jundiá e a motilidade dos espermatozoides. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    88 
 

3.6 REFERÊNCIAS 

 

ADAMES, M.S.; DE TOLEDO, C.P.R.; NEUMANN, G.; BUZZI, A.H.; BURATTO, C.N.; 

PIANA, P.A.; BOMBARDELLI, R.A. Optimization of the sperm: oocyte ratio and sperm 

economy in the artificial reproduction of Rhamdia quelen using fructose as a sperm motility 

modulator. Animal Reproduction Science, v. 161, p. 119-128, 2015. 

 

AEBI, H. Catalase in Vitro. Methods in Enzymology, v. 105, p. 121-126, 1984. 

 

AKCHA, F.; SPAGNOL, C.; ROUXEL, J. Genotoxicity of diuron and glyphosate in oyster 

spermatozoa and embryos. Aquatic Toxicology, v. 106, p. 104-113, 2012.  

 

ALSCHER, R.G.; ERTURK, N.; HEATH, L.S. Role of superoxide dismutases (SODs) in 

controlling oxidative stress in plants. Journal of Experimental Botany, v. 53, n. 372, p. 

1331-1341, 2002. 

 

ATAMANIUK, T.M.; KUBRAK, O.I.; STOREY, K.B.; LUSHCHAK, V.I. Oxidative stress as 

a mechanism for toxicity of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D): studies with goldfish 

gills. Ecotoxicology, v. 22, n. 10, p. 1498-1508, 2013. 

 

BENACHOUR, N.; SÉRALINI, G.E. Glyphosate Formulations Induce Apoptosis and Necrosis 

in Human Umbilical, Embryonic, and Placental Cells. Chemical Research in Toxicology, 

v. 22, n. 1, p. 97-105, 2009. 

 

BETANCOURT, M.; RESÉNDIZ, A.; CASAS, E.; FIERRO, R. Effect of two insecticides and 

two herbicides on the porcine sperm motility patterns using computer-assisted semen 

analysis (CASA) in vitro. Reproductive Toxicology, v. 22, n. 3, p. 508-512, 2006. 

 

BOMBARDELLI, R.A.; MÖRSCHBÄCHER, E.F.; CAMPAGNOLO, R.; SANCHES, E.A.; 

SYPERRECK, M.A. Dose inseminante para fertilização artificial de ovócitos de jundiá 

cinza, Rhamdia quelen (Quoy & Gaimardm, 1824). Revista Brasileira de Zootecnia, v. 

35, n. 4, p. 1251-1257, 2006. 

 

BOMBARDELLI, R.A.; NEUMANN, G.; TOLEDO, C.P.R.; SANCHES, E.A.; BASTOS, 

D.N.; OLIVEIRA, J.D.S. Sperm motility, fertilization, and larval development of silver 

catfish (Rhamdia quelen) in copper-contaminated water. Semina: Ciências Agrárias, v. 37, 

n. 3, p. 1667-1677, 2016.  

 

BRADBERRY, S.M.; PROUDFOOT, A.T.; VALE, J.A. Poisoning Due to Chlorophenoxy 

Herbicides. Toxicological Reviews, v. 23, n. 2, p. 65-73, 2004a. 

 

BRADBERRY, S.M.; PROUDFOOT, A.T.; VALE, J.A. Glyphosate Poisoning. Toxicological 

Reviews, v. 23, n. 3, p. 159-167, 2004b. 

 

BRADFORD, M.M. A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation of Microgram 

Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding. Analytical 

Biochemistry, v. 72, n. 1-2, p. 248-254, 1976. 

 



    89 
 

BRAND, R.M.; SPALDING, M.; MUELLER, C. Sunscreens Can Increase Dermal Penetration 

of 2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid. Journal of Toxicology: Clinical Toxicology, v. 40, n. 

7, p. 827-832, 2002. 

 

BRINGOLF, R.B.; BELDEN, J.B.; SUMMERFELT, R.C. Effects of atrazine on fathead 

minnow in a short‐term reproduction assay. Environmental Toxicology and Chemistry, 

v. 23, n. 4, p. 1019-1025, 2004. 

 

BRITO. I.A. Avaliação integrada da qualidade da água do Alto Iguaçu, utilizando 

Rhamdia quelen (Quoy e Gaimard, 1824) como modelo de estudo. 2015. Tese 

(Doutorado em Ecologia e Conservação) - Universidade Federal do Paraná, Curitiba.  

 

BUKOWSKA, B. Toxicity of 2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid - Molecular 

Mechanisms. Polish Journal of Environmental Studies, v. 15, n. 3, p. 365-374, 2006. 

 

ÇAĞLAR, S.; KOLANKAYA, D. The effect of sub-acute and sub-chronic exposure of rats to 

the glyphosate-based herbicide Roundup. Environmental Toxicology and Pharmacology, 

v. 25, n. 1, p. 57-62, 2008. 

 

CARDOSO, A.P.; NETO, J.R.; MEDEIROS, T.S.; KNÖPKER, M.A.; LAZZARI, R. Criação 

de larvas de jundiá (Rhamdia quelen) alimentadas com rações granuladas contendo fígados 

ou hidrolisados. Acta Scientiarum. Animal Sciences, v. 26, n. 4, p. 457-462, 2004. 

 

CATTANEO, R.; LORO, V.L.; SPANEVELLO, R.; SILVEIRA, F.A.; LUZ, L.; MIRON, D.S.; 

FONSECA, M.B.; MORAES, B.S.; CLASEN, B. Metabolic and histological parameters of 

silver catfish (Rhamdia quelen) exposed to commercial formulation of 2,4-

dichlorophenoxiacetic acid (2,4-D) herbicide. Pesticide Biochemistry and Physiology, v. 

92, n. 3, p. 133-137, 2008. 

 

CATTANEO, R.; MORAES, B.S.; LORO, V.L.; PRETTO, A.; MENEZES, C.; SARTORI, 

G.M.S.; CLASEN, B.; AVILA, L.A.; MARCHESAN, E.; ZANELLA, R. Tissue 

Biochemical Alterations of Cyprinus carpio Exposed to Commercial Herbicide Containing 

Clomazone Under Rice-Field Conditions. Archives of Environmental Contamination 

and Toxicology, v. 62, n. 1, p. 97-106, 2012. 

 

CHAIM, C.F.; PLESE, L.P.M.; CONSOLIN-FILHO, N. Monitoramento do Rio Iquiri no 

Município de Capixaba/AC do herbicida 2,4-D Utilizado na Cultura da Cana-de-

Açúcar. V Congresso de Pesquisa e Inovação da Rede Norte e Nordeste de Educação 

Tecnológica - CONNEPI, 2010. 

 

COLLINS, A.R.; DOBSON, V.L.; DUSINSKA, M.; KENNEDY, G.; STETINA, R. The comet 

assay: what can it really tell us? Mutation Research, v. 375, p. 183-193, 1997. 

 

CROUCH, R.K.; GANDY, S.E.; KIMSEY, G.; GALBRAITH, R.A.; GALBRAITH, G.M.P.; 

BUSE, M.G. The Inhibition of Islet Superoxide Dismutase by Diabetogenic 

Drugs. Diabetes, v. 30, n. 3, p. 235-241, 1981. 

 

DELMONICO, E.L.; BERTOZZI, J.; DE SOUZA, N.E.; OLIVEIRA, C.C. Determination of 

glyphosate and aminomethylphosphonic acid for assessing the quality tap water using SPE 

and HPLC. Acta Scientiarum. Technology, v. 36, n. 3, p. 513-519, 2014. 



    90 
 

FREIRE, R.; SCHNEIDER, R.M.; DE FREITAS, F.H.; BONIFÁCIO, C.M.; TAVARES, 

C.R.G. Monitoring of toxic chemical in the basin of Maringá stream. Acta Scientiarum. 

Technology, v. 34, n. 3, p. 295-302, 2012. 

 

GAGE, M.J.G.; MACFARLANE, C.P.; YEATES, S.; WARD, R.G.; SEARLE, J.B.; PARKER, 

G.A. Spermatozoal Traits and Sperm Competition in Atlantic Salmon: Relative Sperm 

Velocity Is the Primary Determinant of Fertilization Success. Current Biology, v. 14, n. 1, 

p. 44-47, 2004. 

 

GASPARINI, C.; SIMMONS, L.W.; BEVERIDGE, M.; EVANS, J.P. Sperm Swimming 

Velocity Predicts Competitive Fertilization Success in the Green Swordtail Xiphophorus 

helleri. PloS one, v. 5, n. 8, p. e12146, 2010. 

 

GOMES, D.S.F. Os efeitos do ácido 2,4-diclorofenoxiacético e do Tordon® no 

desenvolvimento embrionário e no metabolismo energético do peixe-zebra (Danio 

rerio). 2017. 78f. Dissertação (Mestrado em Produtos Bioativos e Biociências) - 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Macaé.  

 

GONÇALVES, B.B.; NASCIMENTO, N.F.; SANTOS, M.P.; BERTOLINI, R.M.; YASUI, 

G.S.; GIAQUINTO, P.C. Low concentrations of glyphosate‐based herbicide cause complete 

loss of sperm motility of yellowtail tetra fish Astyanax lacustris. Journal of Fish 

Biology, v. 92, n. 4, p. 1218-1224, 2018. 

 

HABIG, W.H.; PABST, M.J.; JAKOBY, W.B. Glutathione S-Transferases: the first enzymatic 

step in mercapturic acid formation. Journal of Biological Chemistry, v. 249, n. 22, p. 

7130-7139, 1974. 

 

HAENDEL, M.A.; TILTON, F.; BAILEY, G. S.; TANGUAY, R.L. Developmental Toxicity 

of the Dithiocarbamate Pesticide Sodium Metam in Zebrafish. Toxicological Sciences, v. 

81, n. 2, p. 390-400, 2004. 

 

HARAYASHIKI, C.A.Y.; JUNIOR, A.S.V.; MACHADO, A.A.S.; CABRERA, L.C.; 

PRIMEL, E.G.; BIANCHINI, A.; CORCINI, C.D. Toxic effects of the herbicide Roundup 

in the guppy Poecilia vivipara acclimated to fresh water. Aquatic Toxicology, v. 142, p. 

176-184, 2013. 

 

HONG, Y.; YANG, X.; HUANG, Y.; YAN, G.; CHENG, Y. Assessment of the oxidative and 

genotoxic effects of the glyphosate-based herbicide Roundup on the freshwater shrimp, 

Macrobrachium nipponensis. Chemosphere, v. 210, p. 896-906, 2018. 

 

HOSTOVSKY, M.; BLAHOVA, J.; PLHALOVA, L.; STEPANOVA, S.; PRASKOVA, E.; 

MARSALEK, P.; SVOBODOVA, Z. Oxidative stress parameters in early developmental 

stages of common carp (Cyprinus carpio L.) after subchronic exposure to terbuthylazine 

and metribuzin. Neuroendocrinology Letters, v. 33, p. 124-129, 2012. 

 

INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS 

RENOVÁVEIS - IBAMA. Os 10 ingredientes ativos mais vendidos - 2019. 2020. 

Disponível em: <http://www.ibama.gov.br/agrotoxicos/relatorios-de-comercializacao-de-

agrotoxicos#boletinsanuais>. Acesso em: 08/10/2020. 

 

http://www.ibama.gov.br/phocadownload/qualidadeambiental/relatorios/2017/01.Os_10_IAs_vendidos_2017.xlsx
http://www.ibama.gov.br/agrotoxicos/relatorios-de-comercializacao-de-agrotoxicos#boletinsanuais
http://www.ibama.gov.br/agrotoxicos/relatorios-de-comercializacao-de-agrotoxicos#boletinsanuais


    91 
 

JEZIERSKA, B.; LUGOWSKA, K.; WITESKA, M.; SARNOWSKI, P. Malformations of 

newly hatched common carp larvae. Electronic Journal of Polish Agricultural 

Universities, v. 3, n. 2, p. 1-10, 2000. 

 

JIANG, Z.Y.; HUNT, J.V.; WOLFF, S.P. Ferrous Ion Oxidation in the Presence of Xylenol 

Orange for Detection of Lipid Hydroperoxide in Low Density Lipoprotein. Analytical 

Biochemistry, v. 202, n. 2, p. 384-389, 1992. 

 

JONSSON, C.M.; FERRACINI, V.L.; PARAÍBA, L.C.; RANGEL, M.; AGUIAR, S.R. 

Alterações bioquímicas e acúmulo em pacus (Metynnis argenteus) expostos ao 

paclobutrazol. Scientia Agricola, v. 59, n. 3, p. 441-446, 2002. 

 

KOCABAŞ, M.; KUTLUYER, F.; BENZER, F.; ERIŞIR, M. Malathion-induced spermatozoal 

oxidative damage and alterations in sperm quality of endangered trout Salmo 

coruhensis. Environmental Science and Pollution Research, v. 25, n. 3, p. 2588-2593, 

2018. 

 

KOPPEN, G.; AZQUETA, A.; POURRUT, B.; BRUNBORG, G.; COLLINS, A.R., LANGIE, 

S.A.S. The next three decades of the comet assay: a report of the 11th International Comet 

Assay Workshop. Mutagenesis, v. 00, p. 1-12, 2017. 

 

KUTLUYER, F.; BENZER, F.; ERIŞIR, M.; ÖĞRETMEN, F.; İNANAN, B.E. The in vitro 

effect of cypermethrin on quality and oxidative stress indices of rainbow trout 

Oncorhynchus mykiss spermatozoa. Pesticide Biochemistry and Physiology, v. 128, p. 63-

67, 2016. 

 

KUTLUYER, F.; KOCABAŞ, M.; ERIŞIR, M.; BENZER, F. Effect of the organophosphate 

insecticide chlorpyrifos exposure on oxidative stress and quality of Salmo coruhensis 

spermatozoa. Toxin Reviews, v. 38, n. 1, p. 71-76, 2017. 

 

LAJMANOVICH, R.C.; ATTADEMO, A.M.; SIMONIELLO, M.F.; POLETTA, G.L.; 

JUNGES, C.M.; PELTZER, P.M.; GRENÓN, P.; CABAGNA-ZENKLUSEN, M.C. 

Harmful Effects of the Dermal Intake of Commercial Formulations Containing 

Chlorpyrifos, 2,4-D, and Glyphosate on the Common Toad Rhinella arenarum (Anura: 

Bufonidae). Water, Air & Soil Pollution, v. 226, p. 1-12, 2015. 

 

LEVINE, R.L.; GARLAND, D.; OLIVER, C.N.; AMICI, A.; CLIMENT, I.; LENZ, A.G.; 

AHN, B.W.; SHALTIEL, S.; STADTMAN, E.R. [49] Determination of Carbonyl Content 

in Oxidatively Modified Proteins. Methods in Enzymology, v. 186, p. 464-478, 1990. 

 

LEVITAN, D. R. Sperm velocity and longevity trade off each other and influence fertilization 

in the sea urchin Lytechinus variegatus. Proceedings of the Royal Society of London. 

Series B: Biological Sciences, v. 267, n. 1443, p. 531-534, 2000. 

 

LI, K.; WU, J.Q.; JIANG, L.L.; SHEN, L.Z.; LI, J.Y.; HE, Z.H.; WEI, P.; LV, Z.; HE, M.F. 

Developmental toxicity of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid in zebrafish 

embryos. Chemosphere, v. 171, p. 40-48, 2017. 

 



    92 
 

LOPES, F.M.; JUNIOR, A.S.V.; CORCINI, C.D.; DA SILVA, A.C.; GUAZZELLI, V.G.; 

TAVARES, G.; DA ROSA, C.E. Effect of glyphosate on the sperm quality of zebrafish 

Danio rerio. Aquatic Toxicology, v. 155, p. 322-326, 2014. 

 

LORO, V.L.; GLUSCZAK, L.; MORAES, B.S.; LEAL, C.A.M.; MENEZES, C.; MURUSSI, 

C.R.; LEITEMPERGER, J.; SCHETINGER, M.R.C; MORSCH, V.M. Glyphosate-based 

herbicide affects biochemical parameters in Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824 and) 

Leporinus obtusidens (Valenciennes, 1837). Neotropical Ichthyology, v. 13, n. 1, p. 229-

236, 2015. 

 

MASOULEH, F.F.; AMIRI, B.M.; MIRVAGHEFI, A.R.; NEMTOLLAHI, M.A. In vitro 

Effects of Diazinon on Male Reproductive Tissue and Sperm Motility of Caspian Kutum 

(Rutilus frisii kutum). Research Journal of Environmental Toxicology, v. 5, n. 2, p. 108-

116, 2011. 

 

MENEZES, C.C.; DA FONSECA, M.B.; LORO, V.L.; SANTI, A.; CATTANEO, R.; 

CLASEN, B.; PRETTO, A.; MORSCH, V.M. Roundup Effects on Oxidative Stress 

Parameters and Recovery Pattern of Rhamdia quelen. Archives of Environmental 

Contamination and Toxicology, v. 60, n. 4, p. 665-671, 2011. 

 

MENEZES, C.; FONSECA, M.B.; LEITEMPERGER, J.; PRETTO, A.; MORAES, B.S.; 

MURUSSI, C.R.; BALDISSEROTTO, B.; LORO, V.L. Commercial formulation 

containing 2,4-D affects biochemical parameters and morphological indices of silver catfish 

exposed for 90 days. Fish Physiology and Biochemistry, v. 41, n. 2, p. 323-330, 2014. 

 

MISHU, M.M.; MOSTAKIM, G.M.; KHATUN, M.M.; RAHMAN, M.K.; SHAHJAHAN, M.; 

ISLAM, M.S. Sperm movement and morphological changes in the silver barb (Barbonymus 

gonionotus) exposed to quinalphos. Environmental and Sustainability Indicators, v. 8, 

p. 100083, 2020. 

 

MODESTO, K.A.; MARTINEZ, C.B.R. Effects of Roundup Transorb on fish: Hematology, 

antioxidant defenses and acetylcholinesterase activity. Chemosphere, v. 81, n. 6, p. 781-

787, 2010. 

 

MOSSINI, S.A.G.; NISHIYAMA, P. Agrotóxicos – aspectos gerais e implicações para a saúde 

humana. In: VILLALOBOS, J.U.G.; FAZOLLI, S.A. (Ed.). Agrotóxicos: um enfoque 

multidisciplinar. Maringá: EDUEM, 2017. 214p.   

 

ORUÇ, E.Ö.; ÜNER, N. Combined effects of 2,4-D and azinphosmethyl on antioxidant 

enzymes and lipid peroxidation in liver of Oreochromis niloticus. Comparative 

Biochemistry and Physiology Part C: Pharmacology, Toxicology and Endocrinology, 

v. 127, n. 3, p. 291-296, 2000. 

 

ÖZGÜR, M.E. The in vitro toxicity of atrazine on kinematics and DNA fragmentation in 

common carp (Cyprinus carpio) sperm cells. Journal of the Hellenic Veterinary Medical 

Society, v. 70, n. 3, p. 1639-1646, 2019. 

 

PINHEIRO, A.; SILVA, M.R.; KRAISCH, R. Presença de pesticidas em águas superficiais e 

subterrâneas na bacia do Itajaí, SC. Revista de Gestão de Água da América Latina, v. 7, 

n. 2, p. 17-26, 2010. 



    93 
 

RAMSDORF, W.A.; FERRARO, M.V.M.; OLIVEIRA-RIBEIRO, C.A.; COSTA, J.R.M.; 

CESTARI, M.M. Genotoxic evaluation of different doses of inorganic lead (PbII) in 

Hoplias malabaricus. Environmental Monitoring and Assessment, v. 158, p. 77-85, 

2009. 

 

ROMANO, R.M.; ROMANO, M.A.; DE OLIVEIRA, C.A. Glifosato como desregulador 

endócrino químico. Ambiência, v. 5, n. 2, p. 359-372, 2009. 

 

SANCHES, E.A.; BOMBARDELLI, R.A.; BAGGIO, D.M.; SOUZA, B.E. Dose inseminante 

para fertilização artificial de ovócitos de dourado. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 38, 

n. 11, p. 2091-2098, 2009. 

 

SANCHES, E.A.; OKAWARA, R.Y.; CANEPPELE, D.; TOLEDO, C.P.R.; 

BOMBARDELLI, R.A.; ROMAGOSA, E. Sperm characteristics of Steindachneridion 

parahybae (Steindachner, 1877) throughout 112 h of storage at four temperatures. Journal 

of Applied Ichthyology, v. 31, p. 79-88, 2015. 

 

SÁNCHEZ, J.A.A.; JUNIOR, A.S.V.; CORCINI, C.D.; DA SILVA, J.C.; PRIMEL, E.G.; 

CALDAS, S.; KLEIN, R.D.; MARTINS, C.M.G. Effects of Roundup formulations on 

biochemical biomarkers and male sperm quality of the livebearing Jenynsia 

multidentata. Chemosphere, v. 177, p. 200-210, 2017. 

 

SCANDALIOS, J.G. Oxidative stress: molecular perception and transduction of signals 

triggering antioxidant gene defenses. Brazilian Journal of Medical and Biological 

Research, v. 38, n. 7, p. 995-1014, 2005. 

 

SILVA, M.A.; COLEONE, A.C.; IGNÁCIO, N.F.; MACHADO, A.A.; AMÉRICO, J.H.P.; 

VELINI, E.D.; NETO, J.G.M. As águas de abastecimento e de tanque de uma 

piscicultura em área de cultivo de cana-de-açúcar são tóxicas para organismos 

aquáticos, nas estações de inverno e primavera? XII Congresso Nacional de Meio 

Ambiente de Poços de Caldas, 2015. 

 

SILVEIRA, T.; JUNIOR, A.S.V.; CORCINI, C.D.; DOMINGUES, W.B.; REMIÃO, M.; 

SANTOS, L.; BARRETO, B.; LESSA, I.; MARTINS, D.; BOYLE, R.T.; COSTA, P.G.; 

BIANCHINI, A.; ROBALDO, R.B.; CAMPOS, V.F. Roundup® Herbicide Decreases 

Quality Parameters of Spermatozoa of Silversides Odontesthes Humensis. Bulletin of 

Environmental Contamination and Toxicology, v. 102, n. 1, p. 1-6, 2019. 

 

SINGH, N.P.; McCOY, M.T.; TICE, R.R.; SCHNEIDER, E.L. A Simple Technique for 

Quantification of Low Levels of DNA Damage in Individual Cells. Experimental Cell 

Research, v. 175, p. 184-191, 1988. 

 

SOBJAK, T.M.; ROMÃO, S.; NASCIMENTO, C.Z.; SANTOS, A.F.P.; VOGEL, L.; 

GUIMARÃES, A.T.B. Assessment of the oxidative and neurotoxic effects of glyphosate 

pesticide on the larvae of Rhamdia quelen fish. Chemosphere, v. 182, p. 267-275, 2017. 

 

SOSO, A.B.; BARCELLOS, L.J.G.; RANZANI-PAIVA, M.J.; KREUTZ, L.C.; QUEVEDO, 

R.M.; ANZILIERO, D.; LIMA, M.; SILVA, L.B.; RITTER, F.; BEDIN, A.C.; FINCO, J. 

A. Chronic exposure to sub-lethal concentration of a glyphosate-based herbicide alters 



    94 
 

hormone profiles and affects reproduction of female Jundiá (Rhamdia 

quelen). Environmental Toxicology and Pharmacology, v. 23, n. 3, p. 308-313, 2007. 

 

TEIXEIRA, J.M.S.; LIMA, V.S.; MOURA, F.R.; MARISCO, P.C.; SINHORIN, A.P.; 

SINHORIN, V.D.G. Acute toxicity and effects of Roundup Original® on pintado da 

Amazônia. Environmental Science and Pollution Research, v. 25, n. 25, p. 25383-25389, 

2018. 

 

TESSARO, L.; TOLEDO, C.P.R.; NEUMANN, G.; KRAUSE, R.A.; MEURER, F.; NATALI, 

M.R.M.; BOMBARDELLI, R.A. Growth and reproductive characteristics of Rhamdia 

quelen males fed on different digestible energy levels in the reproductive 

phase. Aquaculture, v. 326, p. 74-80, 2012. 

 

UREN WEBSTER, T.M.; LAING, L.V.; FLORANCE, H.; SANTOS, E.M. Effects of 

Glyphosate and its Formulation, Roundup, on Reproduction in Zebrafish (Danio 

rerio). Environmental Science & Technology, v. 48, n. 2, p. 1271-1279, 2014. 

 

WAIWOOD, B.A.; HAYA, K. Levels of Chorionase Activity During Embyronic Development 

of Salmo salar Under Acid Conditions. Bulletin of Environmental Contamination and 

Toxicology, v. 30, p. 511-515, 1983. 

  

WESTER, R.C.; MELENDRES, J.; SARASON, R.; MCMASTER, J.; MAIBACH, H.I. 

Glyphosate Skin Binding, Absorption, Residual Tissue Distribution, and Skin 

Decontamination. Fundamental and Applied Toxicology, v. 16, n. 4, p. 725-732, 1991. 

 

WILSON-LEEDY, J.G.; INGERMANN, R.L. Development of a novel CASA system based on 

open source software for characterization of zebrafish sperm motility 

parameters. Theriogenology, v. 67, n. 3, p. 661-672, 2007. 

 

WITECK, L.; BOMBARDELLI, R.A.; SANCHES, E.A.; OLIVEIRA, J.D.S.; BAGGIO, D.M.; 

SOUZA, B.E. Motilidade espermática, fertilização dos ovócitos e eclosão dos ovos de 

jundiá em água contaminada por cádmio. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 40, n. 3, p. 

477-481, 2011. 

 

WU, H.; ZHANG, R.; LIU, J.; GUO, Y.; MA, E. Effects of malathion and chlorpyrifos on 

acetylcholinesterase and antioxidant defense system in Oxya chinensis (Thunberg) 

(Orthoptera: Acrididae). Chemosphere, v. 83, n. 4, p. 599-604, 2011. 

 

ZHANG, Q.; ZHOU, H.; LI, Z.; ZHU, J.; ZHOU, C.; ZHAO, M. Effects of glyphosate at 

environmentally relevant concentrations on the growth of and microcystin production by 

Microcystis aeruginosa. Environmental Monitoring and Assessment, v. 188, n. 11, p. 

632, 2016. 

 

ZHANG, S.; XU, J.; KUANG, X.; LI, S.; LI, X.; CHEN, D.; ZHAO, X.; FENG, X. Biological 

impacts of glyphosate on morphology, embryo biomechanics and larval behavior in 

zebrafish (Danio rerio). Chemosphere, v. 181, p. 270-280, 2017. 

 

 

 

 



    95 
 

4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O uso associado de diferentes biomarcadores, possibilitou um melhor entendimento dos 

efeitos tóxicos dos herbicidas 2,4-D, glifosato e da mistura de ambos em gametas, embriões e 

larvas de jundiá.  

O glifosato isolado e a mistura dos herbicidas apresentaram um comportamento similar 

em relação a porcentagem de ovócitos fertilizados, de ovos eclodidos e de espermatozoides 

móveis. O 2,4-D isolado e a mistura dos herbicidas resultaram em uma resposta similar em 

relação aos danos ao DNA de larvas de jundiá e a motilidade espermática. 

Embora as concentrações de glifosato e 2,4-D presentes em ambientes aquáticos sejam 

relativamente baixas, altas concentrações podem ser encontradas em corpos de água receptores 

durante o período de aplicação destes herbicidas. Por isso, os resultados deste trabalho são 

imprescindíveis para a conscientização da população em geral, e principalmente dos 

agricultores e aquicultores, de como esses herbicidas são potencialmente prejudiciais, tanto para 

as populações naturais quanto para as espécies nativas produzidas em cativeiro.  

Diante do exposto, dado a necessidade de se conhecer os impactos dos agrotóxicos em 

peixes, os estudos futuros devem se concentrar na toxicidade reprodutiva do 2,4-D, do glifosato 

e da mistura de ambos em espécies nativas não-alvo, visto que esses herbicidas são amplamente 

utilizados no país. 

 


