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Resumo 

O Brasil é um dos países que mais utiliza agrotóxicos devido a sua extensa variedade de 

produções agrícolas. No estado do Amazonas, com o aumento populacional e alta 

demanda de alimentos acabou fazendo com que muitos desses agrotóxicos fossem 

utilizados na região afim de aumentar a produtividade local para abastecer o comércio. 

Um dos agrotóxicos mais utilizados na região é o glifosato, um herbicida de amplo 

espectro utilizado para combater ervas daninhas em plantações. Por muitas vezes os 

efeitos destes agrotóxicos acabam por atingir espécies não alvo, devido às contaminações 

nos ambientes aquáticos ocasionados pelo escoamento superficial de plantações. Nesse 

sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos citotóxicos, mutagênicos, 

hepatotóxicos, nefrotóxicos e bioquímicos que o agrotóxico glifosato, em concentrações 

ambientalmente relevantes de 32µg/L e 65µg/L, exerce sobre filhotes da tartaruga-da-

amazônia, Podocnemis expansa. A concentração definida como segura pela CONAMA 

foi capaz de induzir danos histopatológicos no tecido hepático de P. expansa, mas não foi  

suficiente para causar alteração na frequência de mincronúcleos, Anomalias Nucleares 

Eritrocíticas (ANEs), histopatologia dos rins nem alterar a atividade da 

acetilcolinesterase. Nossos resultados indicam que o glifosato é capaz de causar prejuízo 

na histopatologia hepática de filhotes de tartaruga-da-amazônia em concentrações 

ambientalmente relevantes. 

Palavras-chave: Podocnemis expansa, ecotoxicologia, glifosato  



 

 

 

 

Abstract 

 

Brazil is one of the countries that uses the most pesticides due to its wide variety of 

agricultural production. In the state of Amazonas, with the population growth and high 

demand for food, many of these pesticides were used in the region in order to increase 

local productivity to supply the trade. One of the most widely used pesticides in the region 

is glyphosate, a broad-spectrum herbicide used to combat weeds in plantations. The 

effects of these pesticides often end up affecting non-target species, due to contamination 

in aquatic environments caused by surface runoff from plantations. In this sense, this 

study aimed to evaluate the cytotoxic, mutagenic, hepatotoxic, nephrotoxic and 

biochemical effects that the pesticide glyphosate, in environmentally relevant 

concentrations of 32 µg/L and 65 µg/L, exerts on hatchlings of the Amazon turtle, 

Podocnemis expansa. The concentration defined as safe by CONAMA was capable of 

inducing histopathological damage in the liver tissue of P. expansa, but was not sufficient 

to cause changes in the frequency of mininuclei, Erythrocytic Nuclear Anomalies 

(ENAs), kidney histopathology or alter acetylcholinesterase activity. Our results indicate 

that glyphosate is capable of causing damage to the liver histopathology of Amazon turtle 

hatchlings at environmentally relevant concentrations. 

Keywords: Podocnemis expansa, ecotoxicology, glyphosate  
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1 - Introdução 

 
A utilização dos agrotóxicos no mundo surgiu da urgência do aumento da 

produção de alimentos após a segunda guerra mundial, junto com a necessidade de 

combate as pragas que assolavam as plantações para que houvesse uma melhor produção 

(Bernardes et al., 2015). O Brasil é um dos países que mais utilizam agrotóxicos em suas 

lavouras, junto da China, Estados Unidos e União Europeia, pois a produção agrícola do 

país depende da utilização destes produtos (Faber, 2020; Gaboardi et al., 2023; Zhang, 

2018). Muitos destes compostos apresentam funções de inseticida, fungicida, herbicida, 

raticida, moluscicida, entre outros (Zhang, 2018). Os agrotóxicos no Brasil são 

classificados de categoria 1 a 5, sendo a categoria 1 mais tóxico e categoria 5 com nenhum 

risco de contaminação (ANVISA, 2019). 

Na Amazônia, o crescimento da população urbana aumentou a demanda por 

alimentos, impulsionando as atividades agrícolas de pequena escala em torno das grandes 

áreas metropolitanas (Parry et al., 2010; Römbke et al., 2008). O cultivo de frutas e 

vegetais não nativos para atender os mercados urbanos locais aumentou o uso de 

pesticidas para combater pragas de insetos e fungos e evitar a competição com outras 

plantas (Schiesari et al., 2013; Waichman et al., 2002). Um estudo realizado por Rico et 

al. (2022), encontrou resíduos de diversos agrotóxicos nas águas dos rios Negro, 

Amazonas e Tocantins, dentre eles, inseticidas como Malathion, clorpirifos, clorpirifos-

metil e fipronil, herbicidas como atrazina, terbutilazina e tebuthiuron e fungicida como o 

carbendazin.  

 A utilização de agrotóxicos vem afetando de maneira negativa vários organismos, 

como os invertebrados aracnídeos e chilopodas (Lindsay & French, 2004), dípteras e 

hemípteras (Pisa et al., 2014) vertebrados como peixes (Wacksman et al., 2006), anfíbios 

Clique ou toque aqui para inserir o texto.(Gill et al., 2018; Paganelli et al., 2010), répteis 

(Carneiro et al., 2021; Hirano et al., 2019; Malafaia et al., 2020; Mendonça et al., 2016; 

Poletta et al., 2008)  

 O glifosato é um dos agrotóxicos mais utilizados por apresentar um amplo 

espectro de ação e uma alta eficácia contra ervas daninhas (ZHANG, 2018). Na 

classificação da ANVISA é enquadrado na categoria 4 (pouco perigoso). Uma de suas 

formulações comerciais, o Roundup Original® é diluído para 44,5% antes do uso, e 
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possui uma aplicação recomendada de 5L/ha (MONSANTO, 2010). Em contato com o 

solo, ele interage com metais e ácido húmico, aderindo ao solo e permanecendo nele 

durante um período médio de 4 a 845 dias (Bento et al., 2016; Bergström et al., 2011; 

Singh et al., 2019; C. Zhang et al., 2015) 

Pelo fato do glifosato apresentar um longo período de permanência no solo, acaba 

tornando-se um potencial fonte de contaminação dos ambientes aquáticos devido ao 

processo de escoamento superficial da água (Queiroz et al., 2011). Nas águas superficiais, 

a degradação por microrganismos e a adsorção por sedimentos contribuem para que o 

glifosato se disperse de forma mais acelerada do que nos solos, podendo ser dispersado 

em média de 7 a 14 dias (Giesy et al., 2000). Por apresentar grande solubilidade em água, 

há maior facilidade do glifosato em ser transportado pelo ambiente (Solomon & 

Thompson, 2003). Segundo a resolução de número 357/11 do Conselho Nacional de Meio 

Ambiente (CONAMA), a concentração segura de glifosato em águas superficiais é de 

65µg/L, no entanto o trabalho de Brovini et al. (2021), apresentou que em algumas regiões 

do país essa concentração foi significativamente excedida, com valores entre 2.777µg/L 

e 5.200µg/L. 

O glifosato pode exercer efeitos como alterações histopatológicas e estresse 

oxidativo em peixes (Langiano & Martinez, 2008; Nwani et al., 2013; Uchenna et al., 

2022), má formação em girinos e alta mortalidade com baixas concentrações em algumas 

espécies de sapos (Babalola et al., 2019; Daam et al., 2019; Paganelli et al., 2010), alta 

toxicidade em baixas concentrações para mamíferos (McComb et al., 2008; Wunnapuk 

et al., 2014). Pala (2019) relatou inibição significativa de até 53% na enzima 

acetilcolinesterase em um período de 24 a 96 horas no microcrustáceo Gammarus pulex 

exposto às concentrações de 10 µg/L, 20 µg/L e 30 µg/L de glifosato. Até o momento 

sabe-se que o glifosato é capaz de causar alterações histopatológicas, genotóxicas e ósseas 

em organismos aquáticos da amazônia (Malafaia et al., 2020; Mendonça et al., 2016; 

Shiogiri et al., 2012). 

Mingo et al. (2016) destacam a importância de se entender como as espécies de 

répteis reagem a exposição a agrotóxicos para identificar espécies vulneráveis a estes 

compostos e fornecer informações que auxiliem na conservação das espécies. Uma das 

espécies de répteis mais ameaçadas da região amazônica é a Podocnemis expansa 

(Schweigger, 1812), popularmente conhecida como tartaruga-da-Amazônia. P. expansa 

é muito utilizada na região como fonte de alimento, e devido a sua carne e ovos serem 



 

12 

 

muito apreciadas, acabou levando a espécie a risco de extinção (Diniz e Santos, 1997). O 

aumento da produção agrícola em regiões ribeirinhas, ocasiona o aumento da utilização 

de agrotóxicos nessas localidades (Waichman et al., 2002). Após a aplicação nas 

plantações, essas substâncias podem alcançar o ambiente aquático através do processo de 

escoamento superficial (Queiroz et al., 2011), elevando assim o risco de exposição de 

organismos aquáticos aos agrotóxicos.  

Alguns estudos como o de Mendonça et al. (2016) e Hirano et al. (2019) realizados 

com ovos e embriões de P. expansa expostos ao glifosato em concentrações de 65 µg/L 

e 6500µg/L provocaram má formação óssea nos embriões. Segundo Malafaia et al. 

(2020), foi observada a presença de micronúcleos e alterações nucleares eritrocitárias em 

embriões de P. expansa expostos a 65µg/L de glifosato. Foi observado também alterações 

histopatológicas nos tecidos de fígado e rins de embriões de Podocnemis expansa 

expostos a 65µg/L da formulação comercial do glifosato Roundup®, durante o 

desenvolvimento embrionário (Silva, 2022). Como a maioria dos trabalhos com essa 

espécie foram realizados com embriões, se faz necessário ampliar o entendimento acerca 

da ação desse composto sobre filhotes. 

Diante disto, as hipóteses e predições deste presente trabalho são: 

H1: A maior concentração de glifosato causará uma maior incidência de 

micronúcleos e ANEs nos filhotes de Podocnemis expansa. 

H2: A maior concentração de glifosato causará maiores índices de lesões nos 

órgãos hepáticos e renais de filhotes de Podocnemis expansa. 

H3: A maior concentração de glifosato causará maior inibição na atividade da 

enzima acetilcolinesterase em filhotes de Podocnemis expansa.  

2 - Objetivos 

2.1 - Objetivo Geral 

Analisar o efeito da exposição ao glifosato em concentrações ambientalmente 

relevantes sobre biomarcadores morfológicos, neurotóxicos e de genotoxicidade 

em filhotes de tartaruga-da-amazônia, Podocnemis expansa. 

2.2 - Objetivo Específico 

● Avaliar se duas concentrações ambientalmente relevantes de glifosato causarão 

aumento na incidência de micronúcleos e ANEs em eritrócitos de P. expansa; 
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● Avaliar se duas concentrações ambientalmente relevantes de glifosato causarão 

aumento nos índices de lesão hepática e renal em filhotes de filhotes de P. 

expansa;  

● Averiguar se duas concentrações ambientalmente relevantes de glifosato 

ocasionarão inibição na atividade da enzima acetilcolinesterase no músculo e no 

cérebro de filhotes de P. expansa; 

3 - Material e métodos 

3.1 - Espécie de Estudo 

 

 A espécie Podocnemis expansa Schweiger (1812), comumente conhecida como 

tartaruga-da-amazônia, ou tartaruga gigante da Amazônia, é o maior quelônio de água 

doce da América do Sul, podendo chegar a medir de 75 a 107 cm de comprimento, 

pesando cerca de 60 kg. Esta espécie apresenta uma ampla distribuição na região 

amazônica, se estendendo desde a desembocadura do rio Amazonas, até os rios Morona 

e Marañón, no Peru, sendo encontrada também nos rios Orinoco e Essequibo, por quais 

esses realizam a atividade de migração durante o ano (Vogt, 2008). No ambiente aquático 

elas desempenham o papel fundamental de ciclagem de nutrientes e contribuem para o 

ciclo energético no ambiente (Lovich et al., 2018). A espécie sofre principalmente com o 

comércio clandestino de carne e ovos, que vem causando sérios impactos em sua 

população (Vogt et al., 2023) 

3.2 - Procedência e aclimatação dos animais 

 

Os animais utilizados neste estudo foram filhotes de P. expansa de 4 meses 

obtidos através de doação do Centro de Estudos de Quelônios Amazônicos (CEQUA). 

No total foram utilizados 30 indivíduos de oito meses de idade para o experimento 

autorizado pela CEUA – INPA 144/2024. Eles foram aclimatados durante dois meses, no 

primeiro mês foram mantidos em dois tanques, um de 500 litros e outro de 250 litros, com 

100 litros de água de poço artesiano do INPA em cada, sendo alimentados durante 5 dias 

da semana com ração Nutripiscis® com 45% de proteína correspondendo à 5% do peso 

corporal dos animais. Já no segundo mês as tartarugas foram individualmente transferidas 

para aquários de 30 litros de capacidade, contendo 24,5 L de água em cada aquário, sendo 

alimentadas duas vezes durante a semana. O fotoperíodo foi de 12h claro:12h escuro, com 
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banhos periódicos de luz UV, a temperatura do ambiente foi mantida entre 25ºC e 28ºC e 

foi realizado o monitoramento do pH e amônia tóxica periodicamente. 

 

Figura 1:Filhotes de Podocnemis expansa em tanques no primeiro mês de aclimatação 

 

  

 

 

Figura 2: Filhotes de Podocnemis expansa em aquários no segundo mês de aclimatação. 

 

 

Durante o experimento os animais foram alimentados no dia 7 (todos os animais), 

dia 14 (animais da recuperação) e dia 21, com 15 pellets de ração para cada animal (± 3g 

para cada animal). Esse procedimento foi realizado no mesmo dia da troca de 100% da 

água dos aquários para evitar a elevação rápida da amônia na água durante o experimento. 

As trocas de água foram realizadas durante os dias 7, 14 e 21(Figura 4). A biometria dos 

animais foi realizada antes e depois da realização do experimento. 
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3.3 - Tratamentos e exposição 

 

As concentrações de glifosato utilizadas neste estudo foram determinadas com 

base nos limites máximos aceitos para contaminação de águas superficiais no Brasil, de 

acordo com o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) Resolução 357/2005. 

O glifosato utilizando foi o princípio ativo com 98% de pureza da SIGMA®, CAS nº 

1185107-63-4. Para a diluição para as concentrações desejadas, foi fabricada uma solução 

mãe de glifosato de 1mg/ml. Foram avaliados dois tratamentos, o primeiro com a 

concentração de 65 µg/L, correspondente ao limite máximo para a presença de glifosato 

em águas superficiais do tipo 1 e 2 segundo a CONAMA, e o segundo tratamento 

utilizando 32 µg/L, sendo a metade da concentração máxima permitida pelo CONAMA.  

O experimento foi realizado com 1 indivíduo de P. expansa por aquário, 

totalizando 5 indivíduos por tratamento. Grupo exposição: animais controle (C), expostos 

à concentração de 32 µg/L (E32), expostos à concentração de 65 µg/L (E65) (Figura 3). 

Grupo recuperação:  animais controle da recuperação (CR), expostos e recuperados à 

concentração de 32 µg/L (R32) e expostos e recuperados à concentração de 65 µg/L (R65) 

(Figura 4). O n amostral do trabalho se baseia nos trabalhos de Héritier et al. (2017) e 

Malafaia et al. (2020), em que ambos utilizaram cinco indivíduos por grupo para avaliar 

os efeitos de agrotóxicos em tartarugas.  

 

Figura 3: Representação do desenho experimental (exposição) 
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Figura 4: Representação do desenho experimental (recuperação) 

 

 

A aplicação do glifosato foi feita diretamente na água no dia 1 e no dia 7 após a 

troca total da água (Figura 5). No dia 14, o grupo de exposição foi eutanasiado para coleta 

de amostras para avaliar os efeitos da exposição ao glifosato. O período de exposição foi 

determinado considerando o tempo de vida médio do glifosato no ambiente aquático de 

7 a 14 dias (Giesy et al., 2000). O grupo de recuperação foi realocado para aquários com 

água limpa no dia 14, onde foram mantidos por mais 14 dias, completando os 28 dias de 

experimento. Ao final dos 28 dias de experimento foi realizada a coleta das amostras com 

o intuito de observar possíveis indícios de recuperação dos efeitos da exposição do 

glifosato nos filhotes de P. expansa. A temperatura da água, pH, e amônia tóxica foram 

monitorados durante o experimento.       A biometria dos animais foi coletada antes e após 

a exposição, sendo medido o peso corporal, comprimento médio da carapaça, 
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Figura 5: Linha do tempo do experimento 
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comprimento médio do plastrão, largura média da carapaça e altura média da carapaça. 

A eutanásia dos animais foi realizada no laboratório de Ecotoxicologia Aquática da 

Amazônia – INPA, e ocorreu com a aplicação de dose letal da mistura de xilazina e 

cetamina diretamente na base do crânio dos indivíduos, a fim de garantir uma overdose 

rápida pela anestesia, causando uma rápida perda de consciência, seguida de morte por 

parada respiratória. A abertura do plastrão ocorreu com a utilização de uma microrretifica 

com serra circular diamantada. 

 

Figura 6: Processo de abertura do plastrão de filhote de Podocnemis expansa utilizando a micro-retifica 

 

3.4 - Histopatologia hepática e renal 

 

Os rins e o fígado (figura 7) foram dissecados com o auxílio de bisturi e pinça. 

Fragmentos do fígado e rins foram colocadas em cassetes histológicos e imediatamente 

fixados em formalina 10% por uma semana, e após isso, transferidas para recipientes com 

álcool 70%, até o processo de desidratação e diafanização. As amostras foram 

desidratadas, utilizando-se álcool etílico em concentrações crescentes (80%, 90% e 

100%), diafanizadas em xilol, infiltradas no histotécnico (Leica TP1020) e emblocadas 

em Paraplast Plus na estação de inclusão (Leica EG 1150H). Foram obtidos cortes 

histológicos com espessura de 5μm (micrótomo LEICA RM 2255). As lâminas foram 

coradas com Hematoxilina e Eosina, e montadas com Entellan.  As lâminas foram 

examinadas em microscópio óptico (LEICA DM 2700 P ) no Laboratório de Microscopia 

e Nanotecnologia do INPA.  
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Figura 7: (A) Rins e (B)fígado de filhote de Podocnemis expansa. 

 

Os Índices de Lesão do Órgão (ILO) foram determinados a partir da fórmula:  

Índice de Lesão = ∑ (S x IF), onde S é pontuação atribuída de acordo com a extensão de 

cada lesão observada (Bernet et al., 1999) considerando o grau de extensão da lesão 

(Tabela 1) e o fator de importância (tabela 2): 

Tabela 1: Grau de extensão da lesão no órgão 

Grau de extensão da lesão (S) (Da Silva, 2021) 

0 ausente: 0 a 10% do tecido 

2 ocorrência leve: 11 a 30% do tecido 

4 ocorrência moderada: 31 a 70% do tecido 

6 ocorrência extensa: 71 a 100% do tecido 

  

Tabela 2: Fator de importância da lesão no órgão 

Fator de Importância (IF) (Bernet et al., 1999) 

1 Mínima importância patológica sendo elas lesões facilmente reversíveis se a exposição 

ao contaminante for cessada 

2 Importância patológica moderada que são lesões reversíveis em sua maioria 

3 Importância patológica acentuada que são lesões geralmente irreversíveis, com perda 

parcial ou total do funcionamento do órgão 

 

3.5 - Avaliação de micronúcleos e anormalidades nucleares dos eritrócitos  

 

Para a análise de anormalidades nucleares e micronúcleos, foi realizada a coleta 

de sangue dos animais por meio da região cervical com agulha e seringa estéril (Figura 
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8). Os esfregaços de sangue foram preparados em lâminas previamente limpas,  fixados 

em etanol 100% e corados com solução de panóptico. A análise das lâminas foi feita em 

microscópio óptico, no Laboratório de Microscopia e Nanotecnologia do INPA, com 

aumento de 1000x. Foram observados 2000 eritrócitos de cada indivíduo (Carrasco et al., 

1990) e os resultados foram expressos em %. 

 

Figura 8:Coleta de sangue dos indivíduos de Podocnemis expansa 

 

3.6 - Atividade da Acetilcolinesterase 

 

 A homogeneização e preparo de amostras doi realizado no Laboratório de 

Ecotoxicologia Aquática na Amazônia e a leitura da atividade da acetilcolinesterase foi 

realizada no Laboratório de Aquicultura da Amazônia – INPA. Após a eutanásia e 

abertura do plastrão, o tecido muscular foi coletado da região peitoral. Para a realização 

da análise da atividade da acetilcolinesterase (AChE), foi utilizado o método de (Ellman 

et al., 1961). Foram utilizados 0,3g de cada amostra para homogeneização em 0,5ml de 

tampão fosfato de potássio a 0,1 M, pH 7,5. Após isso, foi completado com 1,5ml de 

tampão fosfato de potássio 0,1M, pH 7,5, centrifugadas a 12000g a 4ºC durante 20 

minutos, após isso foi coletado o sobrenadante e armazenado em -80°C. A leitura foi 

realizada em espectrofotômetro em 412 nm. As soluções e a análise em espectrofotômetro 

foram realizadas a 28ºC, temperatura média da água em que os indivíduos foram mantidos 

durante o experimento. A atividade da acetilcolinesterase foi calculada através da equação 

abaixo. O resultado foi expresso em nmol/mg de proteína. 
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𝐴𝑏𝑠 × 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜

𝑐𝑎𝑚𝑖𝑛ℎ𝑜 𝑜𝑝𝑡𝑖𝑐𝑜 × 𝜀 × 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎
 

 

 

 

 

3.7 - Análise Estatística  

 

 Os resultados foram analisados por meio do teste estatístico não-paramétrico de 

Kruskal-Wallis, seguindo a recomendação do uso de teste não-paramétrico em estudos 

que tenham n amostral menor que 8 (Weissgerber et al., 2015). Foi utilizado o programa 

R Studio para comparar os resultados das análises do Indice de Lesão do Órgão do fígado 

e rins, porcentagem das Anomalias Nucleares Eritrocitárias (ANEs), e inibição da 

atividade da acetilcolinesterase do grupo controle com os grupos de exposição e 

recuperação. Foi considerando 5% de significância, sendo utilizado o pós teste de Dunn 

quando necessário. 

4 - Resultados  

4.1 – Dados físico-químicos da água do experimento 

 A temperatura da água durante o experimento esteve na faixa de 28ºC, com o pH 

estabilizado dentro da faixa de 6,3 e  a amônia tóxica esteve entre 1 e 1,4 (tabela 3).  

 

Tabela 3: Média do parâmetros físico-químicos coletados durante o experimento 

Grupo Temp. ºC pH Amônia tóxica 
Controle 28,2 6,3 1,33 

E1 28,2 6,3 1,33 
E2 28,2 6,3 1,33 

Controle R 28,16 6,38 1 
R1 28,16 6,36 1,4 
R2 28,16 6,36 1 

 

4.2- Biometria dos filhotes de Podocnemis expansa 

 O tamanho das tartarugas utilizadas no experimento foi similar entre os grupos 

(tabela 4). 

Tabela 4: Média da biometria dos filhotes de Podocnemis expansa antes e após a exposição ao glifosato em 

concentrações permitidas pela lei. (CMC: Comprimento médio da carapaça; LMC: Largura média da 

Abs = Absorbância da amostra – branco 

ε = coeficiente de extinção (13,6 x 103 mM-1.cm-1) 

Caminho óptico da microplaca = 0,6 
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carapaça; CMP: Comprimento médio do plastrão), (Controle R: controle recuperação; E32: exposto a 

32µg/L de glifosato; E65: exposto a 65µg/L de glifosato; R32 e R65: recuperação dos animais expostos à 

32 e 65 µg/L de glifosato). 

 

4.3 – Histopatologia do Tecido hepático 

 Os animais do grupo controle, apresentaram estrutura histológica característica, 

sendo possível observar uma organização regular dos hepatócitos com o citoplasma das 

células preservado e com o núcleo com dimensões normais presente no meio das células 

(Figura 8). A alteração mais severa observada nos indivíduos foi a necrose do tecido 

hepático, estando presente majoritariamente nos indivíduos expostos às concentrações de 

32µg/L e 65µg/L, seguido de infiltração leucocitária, vacuolização dos hepatócitos e 

vacuolização do núcleo. Devido a problemas técnicos, não foi possível realizar a análise 

das amostras dos grupos de recuperação. 

Antes da Exposição 
Grupo PESO (g) CMC (cm) LMC (cm) CMP (cm) ALTURA CARAPAÇA (cm) 
Controle 142,79 ± 19,04 10,22 ± 0,49 8,28 ± 0,46 8,6 ± 0,44 4,08 ± 0,21 
E1 145,18 ± 18,61 10,24 ± 0,50 8,4 ± 0,50 8,72 ± 0,42 4,18 ± 0,15 
E2 149,39 ± 66,31 10,46 ± 1,62 8,62 ± 1,12 28,24 ± 1,31 4,04 ± 0,53 
Controle R 126,26 ± 26,07 9,64 ± 0,55 8,02 ± 0,39 8,06 ± 0,57 4,02 ± 0,38 
R1 139,26 ± 68,15 9,88 ± 1,67 8,28 ± 1,21 8,32 ± 1,38 3,94 ± 0,58 
R2 137,15 ± 31,90 10,1 ± 0,87 8,38 ± 0,70 8,44 ± 0,76 4,04 ± 0,35 

Após a Exposição 
Grupo PESO (g) CMC (cm) LMC (cm) CMP (cm) ALTURA CARAPAÇA (cm) 
Controle 141,77 ± 41,30 10,2 ± 1,14 8,16 ± 0,70 8,6 ± 1,02 3,72 ± 0,62 
E1 146,25 ± 17,95 10,32 ± 0,51 8,48 ± 0,43 8,8 ± 0,41 4,2 ± 0,19 
E2 148,52 ± 65,58 10,4 ± 1,54 8,6 ± 1,10 8,66 ± 1,31 4,12 ± 0,62 
Controle R 126,79 ± 26,73 9,8 ± 0,78 8,1 ± 0,67 8,16 ± 0,69 3,98 ± 0,28 
R1 137,87 ± 63,14 9,9 ± 1,66 8,14 ± 1,21 8,22 ± 1,20 3,96 ± 0,49 
R2 139,39 ± 30,30 10,04 ± 0,90 8,28 ± 0,58 8,48 ± 0,70 4 ± 0,24 
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Figura 9: Histopatologia de fígado de filhotes de Podocnemis expansa. A: tecido hepático normal. B: 

Tecido hepático com hepatócitos vacuolizados (estrela). C: núcleo vacuolizado (seta). D: infiltração 

leucocitária (seta). E: pontos de necrose (seta). 

 

 O Indice de Lesão do Órgão (ILO) no fígado de filhotes de Podocnemis expansa 

foi significativamente mais elevado nos grupos expostos à 32µg/L e 65µg/L, sendo 3 

vezes maior em relação ao grupo controle (p= 0,04, Figura 9).O grupo controle não 

apresentou alteração na morfologia do tecido hepático, enquanto os animais expostos às 

concentrações de 32µg/L e 65µg/L apresentaram alterações leves na morfologia do tecido 

hepático. 
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Figura 10: Indice de Lesão do Fígado em filhotes de Podocnemis expansa expostos ao glifosato (n=3, 

p=0,05). C: controle; E32: exposto a 32µg/L de glifosato; E65: exposto a 65µg/L de glifosato. 

 

4.4 – Histopatologia do tecido renal 

 

 Nos animais do grupo controle foi possível observar tecido renal com a presença 

os túbulos distais e proximais com as paredes consistentes, com o citoplasma das células 

intactos mantendo uma estrutura íntegra e as cápsulas de Bowman vascularizadas 

envolvendo os glomérulos (Figura 10). A alteração mais prejudicial para os indivíduos 

foi a necrose da parede dos túbulos distais e proximais, seguido de infiltração leucocitária, 

hipertrofia dos glomérulos e núcleo vacuolizado nas células dos túbulos. Não foi possível 

realizar a análise dos grupos da recuperação, sendo analisado somente dos grupos de 

exposição. 
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Figura 11: Histopatologia de rim de filhotes de Podocnemis expansa. A: Tecido saudável, mostrando o 

glomérulo (seta) e cápsula de Bowman, túbulo renal (cabeça de seta). B: Tecido renal com infiltração 

leucocitária (seta) C: Núcleos vacuolizados (seta). D: Necrose 

 

 O Indice de Lesão do Órgão (ILO) nos rins de filhotes de Podocnemis expansa 

foi similar entre o grupo controle e os contaminados com glifosato (p= 0,10, Figura 11).  

  

Figura 12: Indice de Lesão dos rins de filhotes de Podocnemis expansa (n=4, p= 0,10). C: controle; E32: 

exposto a 32µg/L de glifosato; E65: exposto a 65µg/L de glifosato. 
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4.5 – Micronúcleo e Anomalias Nucleares Eritrocitárias 

  

 Foi identificada uma maior presença de núcleos lobados, núcleos deslocados e 

núcleos pontudos nos eritrócitos de filhotes de Podocnemis expansa, seguido por uma 

menor frequência de núcleos reniformes, núcleo com constrição assimétrica e 

micronúcleo (figura 13, tabela 5). Foi identificado somente 1 micronúcleo, 1 núcleo com 

constrição assimétrica e 2 núcleos reniformes. 

 

Figura 13: Alterações nucleares eritrocíticas em filhotes de Podocnemis expansa expostos ao glifosato. A: 

Núcleo normal; B: micronúcleo; C: Núcleo lobado; D: Núcleo deslocado; E: Núcleo reniforme; F: Núcleo 

bicudo; G: Constrição assimétrica  

Tabela 5: Principais alterações nucleares (%) observadas nos eritrócitos de P. expansa expostos ao glifosato. 

C: controle; CR: controle recuperação; E32: exposto a 32µg/L de glifosato; E65: exposto a 65µg/L de 

glifosato; R32 e R65: recuperação dos animais expostos à 32 e 65 µg/L de glifosato (M = média, Md = 

mediana, máx = máxima) 

 Lobado Deslocado Pontudo 

M Md máx mín M Md máx mín M Md máx mín 

C 0,39 0,35 0,70 0,20 0,16 0,25 0,30 0 0,01 0 0,05 0 

E32 0,17 0,05 0,65 0 0,17 0,15 0,30 0 0,03 0 0,10 0 

E65 0,40 0,20 0,12 0 0,33 0,50 0,50 0 0 0 0 0 

CR 0,18 0,20 0,35 0,05 0,21 0,20 0,40 0,10 0 0 0 0 

R32 0,12 0,10 0,25 0,05 0,16 0 0,55 0 0 0 0 0 

R65 0,37 0,40 0,60 0,15 0,39 0,45 0,55 0,15 0 0 0 0 
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As frequências de ANEs nos grupos expostos ao glifosato foram similares ao 

grupo controle, tanto no período de exposição, quanto de recuperação (p= 0,1068) (Figura 

13). 

 

 

Figura 14: Frequência de alterações nucleares eritrocíticas (%) observadas em filhotes de P. expansa após 

exposição ao glifosato e recuperação (n=5). C: controle; CR: controle recuperação; E32: exposto a 32µg/L 

de glifosato; E65: exposto a 65µg/L de glifosato; R32 e 65: recuperação dos animais expostos à 32 e 65µg/L 

de glifosato. 

4.6 – Atividade da Acetilcolinesterase  

 

 A atividade da acetilcolinesterase no músculo dos indivíduos de P. expansa se 

manteve similar entre o grupo controle e os grupos expostos ao glifosato, tanto durante a 

exposição quanto a recuperação (Figura 15). 
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Figura 15: Atividade da acetilcolinesterase no músculo de filhotes de Podocnemis expansa. R: 

Recuperação, E: Exposição (p=0,64). C: controle; CR: controle recuperação; E32: exposto a 32µg/L de 

glifosato; E65: exposto a 65µg/L de glifosato; R32 e R65: recuperação dos animais expostos à 32 e 65µg/L 

de glifosato 

5- Discussão 

5.1 – Trabalhos com exposição ao glifosato em organismos 

  

 A maioria dos estudos que avaliaram os efeitos histopatológicos, mutagênicos e 

neurotóxicos após a exposição ao glifosato foi realizada em peixes como a principal 

espécie modelo e utilizou a formulação comercial Roundup®, chegando a utilizar 

concentrações até 14.000 vezes maior do que a considerada máxima pela CONAMA 

(Tabela 6). 

 

Tabela 6: Levantamento dos trabalhos com experimento com exposição ao glifosato 

Formulação Organismo Espécie Concentração Tempo de 

exposição 

Referência 

Glifosato 

99% 

Anfíbio Leptodactylus 

latinasus 

100µg/L, 

1000µg/L e 

10000µg/L 

48 horas Pérez-Iglesias et 

al., 2016 

Roundup® Mamífero Mus musculus 25000, 50000, 

120000 e 

250000 µg/ml 

8, 24 e 48 

horas 

Wunnapuk et al., 

2014 

Roundup®  

 

 

 

 

Danio rerio, 

Hyphessobrycon 

eques, 

Phalloceros 

caudimaculatus e 

900.000µg/L; 

925.000 µg/L e 

950.000 µg/L 

96 horas Cruz et al., 2016 
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Peixe 

Piaractus 

mesopotamicus  

Roundup® Gymnotus 

inaequilabiatus 

65 µg/L, 1000 

µg/L, 5000 

µg/L 

48, 98, 144, 

192 horas 

Silva et al., 2021 

(N-

phosphono- 

methyl 

glycine, 

360 mg/L) 

Oncorhynchus 

mykiss 

2500 µg/L; 

5000 µg/L e 

10000 µg/L 

21 dias Topal et al., 2015 

Roundup® Oreochromis 

niloticus 

2000, 9000, 

30000, 79000, 

310000µg/l 

96 horas Ayoola, 2008 

Roundup® Piaractus 

mesopotamicus 

3000 µg/L e 

4500 µg/L 

 Shiogiri et al., 

2012 

Roundup® Prochilodus 

lineatus 

10000µg/L 96 horas Langiano e 

Martinez, 2010 

Roundup®  

 

 

 

 

Réptil 

Caiman latirostris 11000 µg/L e 

22000 µg/L 

2 meses López González 

et al., 2013 

Atar 48® Podocnemis 

expansa 

65 µg/L e 6500 

µg/L 

59 dias De Oliveira et al., 

2020 

Roundup® Podocnemis 

expansa 

1300 µg/L 40 a 74 dias Silva, 2022 

Roundup® Podocnemis 

unifilis 

65 µg/L e 6500 

µg/L 

74 dias Araujo, 2019 

Roundup® Trachemis scripta 

elegans 

30000µg/L 96 horas Héritier et al., 

2017 

 

5.2 – Histopatologia do Fígado  

 

O fígado desempenha diversas funções importantes, como regulação metabólica, 

processos de excreção, desintoxicação do organismo e resposta imunológica (Hinton et 

al., 2008). Por isso, quando o animal é exposto a algum xenobiótico que possa causar 

algum dano ao organismo, o fígado é um dos principais órgãos que podem ser afetados, 

pois atua no processo de metabolização desse contaminante, a fim de evitar que ele cause 

danos em demais órgãos. Filhotes de P expansa expostos a concentrações de glifosato 

permitidas pela legislação brasileira (32µg/L e 65µg/L) tiveram alterações significativas 

em sua estrutura hepática, como a infiltração leucocitária que é a penetração dos 

leucócitos nos tecidos através dos vasos sanguíneos ocasionando em processo 

inflamatório no tecido, vacuolização dos hepatócitos, ocasionado pelo aumento da célula 

pelo surgimento de vacúolos no citoplasma, núcleo vacuolizado que é uma alteração na 

estrutura nuclear, e necrose que um processo de morte celular acidental que leva à  perda 
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da funcionalidade do tecido. No entanto, se a contaminação for encerrada, a maioria das 

alterações descritas acima, exceto a necrose do tecido, podem ser reversíveis (Bernet et 

al., 1999). A mediana do índice de lesão dos grupos expostos a 32µg/L e 65µg/L estavam 

próximos a 20, valores até 10 indicam estrutura normal do tecido, enquanto valores entre 

11 e 20 representam alterações leves no tecido (Zimmerli et al. 2007), mostrando que os 

grupos expostos apresentaram  modificações leves na morfologia do tecido hepático nas 

concentrações testadas. Indivíduos em ovos de P. expansa foram expostos a concentração 

de 1300 µg/L da formulação comercial de glifosato Roundup, ocasionando em alterações 

como a necrose, núcleo vacuolizado e infiltração no tecido hepático (Silva, 2022) 

Alterações no fígado também foram descritas para outros animais expostos ao 

glifosato. 3 espécies de peixes tropicais, Piaractus mesopotamicus, Hyphessobrycon 

eques, Danio rerio e Phalloceros caudimaculatus, foram expostos a concentrações de 

900.000µg/L; 925.000 µg/L e 950.000 µg/L de glifosato durante 96 horas, e foi observado 

alterações como hipertrofia dos hepatócitos, desarranjo na estrutura dos hepatócitos e 

necrose do tecido (Cruz et al., 2016). Juvenis de trutas arco-íris foram expostos às 

concentrações de 2500 µg/L; 5000 µg/L e 10000 µg/L durante 21 dias, foi observado 

alterações no tecido hepático, como infiltração, vacuolização dos hepatócitos, núcleo 

picnótico e necrose (Topal et al., 2015). Peixes da espécie Piaractus mesopotamicus 

expostos a concentrações 3000 µg/L a 4500 µg/L de glifosato apresentaram alterações 

significativas no tecido hepático (Shiogiri et al., 2012). As principais alterações 

encontradas foram a vacuolização dos hepatócitos, núcleos picnótico, núcleos 

vacuolizados e necrose. Além de terem utilizado concentrações bem mais elevadas é 

importante considerar que a formulação comercial do glifosato, utilizada na maioria dos 

estudos, tende a exercer maior toxicidade que o princípio ativo, pois as formulações 

comerciais possuem surfactantes que facilitam a entrada do glifosato nas células 

(Mesnage et al., 2019). O tempo de exposição variou entre 96 horas até 74 dias nos 

trabalhos citados, enquanto neste presente trabalho o tempo de exposição ao glifosato foi 

de 14 dias. Os resultados apresentados evidenciam de forma inédita que a exposição ao 

glifosato, mesmo em baixas concentrações permitidas pela legislação brasileira, foi      

suficiente para induzir alterações hepáticas em filhotes de P. expansa.  

 

5.3 - Histopatologia dos rins 
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 Os rins têm como função no organismo o processo de homeostase e filtração do 

sangue de compostos que possam ser prejudiciais para o organismo. Neste trabalho, foram 

encontradas alterações histopatológicas, como infiltração leucocitária que é a penetração 

dos leucócitos nos tecidos através dos vasos sanguíneos ocasionado um processo 

inflamatório no tecido, núcleo vacuolado que é uma alteração na estrutura nuclear, e 

necrose que é a morte celular desordenada e perda da funcionalidade do tecido. A mediana 

do grupo controle e do grupo exposto a 32µg/L tiveram valor menor que 10, enquanto os 

animais expostos à concentração de 65µg/L apresentaram mediana entre 11 e 20. Valores 

até 10 indicam estrutura normal do tecido, enquanto valores entre 11 e 20 representam 

alterações leves no tecido (Zimmerli et al. 2007). A maioria das alterações encontradas 

apresenta reversibilidade caso a exposição ao contaminante seja encerrada. A alteração 

que demonstra mais risco para o animal é a necrose tecidual, que é irreversível e 

dependendo da extensão, inviabiliza o funcionamento do órgão podendo levar o animal 

ao óbito.  

Ratos expostos a altas concentrações de glifosato via gastrointestinal 

apresentaram grande incidência de necrose no tecido renal dos indivíduos (Wunnapuk et 

al., 2014). Peixes tropicais das espécies Piaractus mesopotamicus, Hyphessobrycon 

eques, Danio rerio e Phalloceros caudimaculatus foram expostos a concentrações de 

900.000µg/L; 925.000 µg/L e 950.000 µg/L de glifosato durante 96 horas e apresentaram 

alterações no tecido renal como o desarranjo dos túbulos proximais e distais e diminuição 

do espaço da cápsula de Bowman (Cruz et al., 2016). Indivíduos de Oreochromis niloticus 

expostos às concentrações de 2000 µg/L a 310000 µg/L apresentaram alterações 

significativas como infiltração leucocitária e necrose no tecido renal (Ayoola, 2008). 

Ovos de P. expansa que foram expostos a 1300 µg/L de Roundup durante o 

desenvolvimento embrionário apresentaram o aumento da presença de infiltração 

leucocitária, congestão corpuscular e congestão dos vasos no tecido renal em comparação 

ao grupo controle (Silva, 2022). O único estudo que utilizou uma baixa concentração de 

glifosato de 65µg/L expôs ovos de P. unifilis durante a fase de desenvolvimento 

embrionário, e observou a presença de alteração na área glomerular dos indivíduos. A 

maioria dos estudos reportados acima utilizaram concentrações bem mais elevadas que 

nesta dissertação. Também é importante ressaltar no presente trabalho foram observadas 

alterações similares no tecido renal, mas devido a dispersão dos dados não foi possível 

observar diferença significativa entre o grupo exposto a 65µg/L e o controle. 
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5.4 - Micronúcleos e Anomalias Nucleares Eritrocitárias 

 

 Em ambientes livres de contaminantes, é comum que as alterações nucleares 

eritrocitárias ocorram naturalmente nos indivíduos em níveis basais, mas o aumento da 

sua frequência é indicativo de dano no material genético ocasionado pela exposição a 

agentes mutagênicos (Al-Sabti & Metcalfe, 1995). Essas alterações no núcleo dos 

eritrócitos causam a inibição da replicação do DNA, desencadeando o processo de 

apoptose (Gomes et al., 2015). 

 Répteis e peixes apresentam alteração na frequência de micronúcleos e 

anormalidades eritrocíticas nucleares quando expostos ao glifosato. Ovos de P. expansa 

expostos a concentração de 65µg/L de glifosato Glyphosate Atar 48® apresentaram uma 

maior frequência de micronúcleos, núcleo lobado, constrição simétrica e assimétrica, 

eritrócito binucleado, núcleo reniforme, núcleo multilobado e núcleo deslocado no grupo 

exposto em comparação ao grupo controle (Malafaia et al., 2020). Em comparação ao 

presente estudo, a diferença na frequência das ANEs e micronúcleos pode estar 

relacionada ao estágio no qual os animais do trabalho citado foram expostos que foi 

durante o processo de desenvolvimento embrionário, no qual os indivíduos são mais 

sensíveis do que os filhotes que foram utilizados no presente estudo.  

No trabalho de Silva et al., (2021) foi observado um aumento na frequência de 

Alterações Nucleares Eritrocíticas (ANEs) no peixe Gymnotus inaequilabiatus expostos 

à 65µg/L da formulação comercial de glifosato Roundup® após 192 horas de exposição, 

sendo elas micronúcleo, núcleo reniforme e núcleo segmentado. Neste estudo utilizou-se 

a mesma concentração de glifosato, 65µg/L, e o meio de exposição também foi pela água, 

mas a forma de absorção do contaminante pelo animal foi diferente, levando-se em 

consideração que no trabalho citado, a absorção ocorreu por via branquial, sendo muito 

mais efetiva e prejudicial do que pela absorção por via cutânea (Erickson et al., 2008).  

López González et al. (2013), expôs filhotes de jacaré do papo amarelo Caiman 

latirostris de 20 dias de idade às concentrações de 11000 µg/L e 22000 µg/L da 

formulação comercial do glifosato Roundup durante 2 meses com reaplicação a cada 3 

dias. Os autores observaram diferença significativa na frequência de micronúcleos entre 

o grupo controle e os grupos tratados. Esse estudo utilizou concentrações recomendadas 

para aplicação em lavouras que foram muito mais elevadas que as concentrações 

avaliadas nesta dissertação. Além disso os autores utilizaram um período de exposição 
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maior e reaplicações mais frequentes, aumentando a contaminação dos indivíduos. Isso 

mostra que para répteis já eclodidos as concentrações e o tempo de exposição são fatores 

decisivos para que haja efeito tóxico nesses animais. 

As concentrações avaliadas neste estudo não foram suficientes para induzir ANEs 

nos filhotes de P. expansa no tempo de 14 dias de exposição ao glifosato. É importante 

considerar que a via de exposição ocorreu pela água, desta forma o contaminante poderia 

ser absorvido pela pele e pela ingestão de água. Como esses animais possuem uma pele 

estratificada e queratinizada para evitar a perda de água e não dependem dela para a 

realização da troca gasosa, os torna menos suscetíveis a se contaminar com o glifosato 

por meio da água que está em contato com a pele. Nossos resultados indicam que a 

ingestão de água contaminada não foi suficiente para induzir ANEs nos filhotes de P. 

expansa nas concentrações e no tempo de exposição que foi avaliado nesta dissertação. 

5.5 - Atividade da Acetilcolinesterase no músculo de Podocnemis expansa 

 

A acetilcolinesterase é uma enzima que está ligada diretamente à atividade 

neurológica da maioria dos seres vivos como regulador da atividade sináptica, inativando 

a acetilcolina, hidrolisando em acetato e colina, cessando a atividade sináptica 

(Augustinsson, 1948).  

Héritier et al. (2017) observaram inibição na atividade da acetilcolinesterase em 

tartarugas de água doce da espécie Trachemis scripta elegans expostas à concentração de 

36000 µg/L da formulação comercial Roundup® por 96 horas. Em comparação ao meu 

trabalho, o período de contaminação foi mais longo e as concentrações utilizadas foram 

menores, possivelmente fazendo com que a atividade antioxidante atuasse sobre as 

Espécies Reativas de Oxigênio (EROs), os neutralizando e evitando com que houvesse 

alteração na atividade enzimática do animal.  

Modesto & Martinez (2010) avaliou a atividade da acetilcolinesterase em peixes 

da espécie Prochilodus lineatus após exposição a formulação comercial do glifosato 

Roundup®, na concentração de 10000 µg/L por 96 horas, sendo observado um 

decaimento na atividade da enzima durante esse período. Ambos os estudos utilizaram 

formulações comerciais que possuem surfactante em sua composição, uma substância que 

pode agravar a toxicidade do herbicida para organismos aquáticos (Mesnage et al., 2019). 

A inibição da enzima está associada às concentrações das formulações comerciais 
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utilizadas foram muito mais elevadas que as concentrações de glifosato utilizadas no 

presente estudo. Nossos resultados mostram que a absorção por meio da pele e ingestão 

de água não foi suficiente para afetar a atividade da acetilcolinesterase em filhotes de P. 

expansa. 

6- Conclusões 

 

O glifosato foi capaz de causar alterações significativas no fígado dos filhotes de 

Podocnemis expansa, demonstrando que tanto a concentração preconizada pela 

CONAMA bem como a concentração inferior foi associada à indução de lesões hepáticas 

nesses indivíduos.    

As concentrações de glifosato testadas não foram capazes de causar alterações 

significativas na morfologia renal, genotoxicidade e atividade da acetilcolinesterase.  

O uso de diferentes biomarcadores e órgãos alvo é fundamental para a 

investigação do efeito de concentrações de glifosato permitidas pela legislação brasileira. 

7- Considerações Finais 

 

Problemas de processamento impossibilitaram as análises das amostras dos 

grupos de recuperação, por isso não foi possível verificar se estes animais possuem a 

capacidade de se recuperarem dos danos hepáticos. Portanto, recomendamos a realização 

de estudos futuros para verificar a capacidade de recuperação desta espécie à 

contaminação por glifosato. Na histopatologia dos rins, foram encontradas alterações, 

mas não apresentaram diferença entre o grupo controle devido à alta dispersão dos dados 

e a problemas de processamento que dificultaram as análises. Para entender melhor como 

esse órgão reage à contaminação do glifosato é necessário aumentar o número amostral 

em estudos futuros.
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