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RESUMO

Os agrotoxicos sdo transferidos e transportados no ambiente de diversas maneiras podendo
atravessar diferentes compartimentos ambientais, atingindo o solo e principalmente a agua. A
presenca de agrotdxicos no ambiente pode provocar efeitos deletérios em organismos nao-alvo,
como anfibios, alterando a dindmica das populacdes e desestruturando as comunidades.
Declinios na populacéo de anfibios devido a presenca de agrotoxicos foram registrados em todo
o0 mundo e ameagam o desenvolvimento das espécies e sua funcdo dentro do ecossistema. Neste
estudo, foram avaliados os efeitos letais e subletais de duas formulagdes comerciais de
inseticidas muito usados na agricultura: cipermetrina e fipronil para Physalaemus gracilis. O
ensaio agudo teve duracdo de 96 horas e o0 ensaio crénico teve duracdo de 7 dias. No ensaio
crénico, efeitos de concentracdes ambientalmente relevantes desses inseticidas (ug/L) foram
avaliados sobre P. gracilis. A cipermetrina apresentou CLso;6n de 273,41 pg/L para P. gracilis,
indicando alta toxicidade aguda para a espécie. No ensaio cronico, a cipermetrina provocou um
aumento na mortalidade que atingiu mais de 50% dos girinos na concentracdo de 20 pg/L.
Provocou também um aumento na frequéncia de micronucleos e de anormalidades nucleares de
eritrécitos, atingindo 20% do total de células avaliadas na maior concentracdo (20 ug/L). O
risco da cipermetrina para P. gracilis foi alto, indicando que concentracfes ja registradas na
natureza podem provocar efeitos sérios a curto e longo prazo para a espécie. Ja para o fipronil
ndo foram verificados efeitos de toxicidade aguda. O fipronil ndo provocou alteracdo na
atividade natatoria e malformacdes na boca. No entanto, provocou malformagdes significativas
no intestino. No teste de microndcleo e de anormalidades nucleares, o fipronil também
provocou um aumento na presenca de micronucleos e de anormalidades nucleares de eritrocitos,
mostrando que tem potencial genotoxico para P. gracilis. Apesar disso, a formulacdo comercial
avaliada para o fipronil apresentou baixo risco crénico para P. gracilis. Ao final deste estudo,
os anfibios provaram ser bioindicadores Uteis e sugerimos que girinos de diferentes espécies
podem ser usados para determinar os impactos ambientais dos agrotdxicos sobre ecossistemas

aquaticos.

Palavras-chave: Agrotoxicos. Formulacdo comercial. Anfibios. Genotoxicidade.



ABSTRACT

Agrochemicals are transferred and transported in the environment in several ways and can cross
different environmental compartments, reaching the soil and especially water. The presence of
pesticides in the environment can have deleterious effects on non-target organisms, such as
amphibians, altering population dynamics and disrupting communities. Declines in the
amphibian population due to the presence of pesticides have been recorded worldwide and
threaten the development of species and their function within the ecosystem. In this study, the
lethal and sublethal effects of two commercial formulations of insecticides widely used in
agriculture were evaluated: cypermethrin and fipronil for Physalaemus gracilis. The acute
assay lasted 96 hours and the chronic assay lasted 7 days. In the chronic trial, effects of
environmentally relevant concentrations of these insecticides (ug.L™) were evaluated on P.
gracilis. Cypermethrin showed LCso.96n of 273.41 pg.Lt for P. gracilis, indicating high acute
toxicity for the species. In the chronic study, cypermethrin caused an increase in mortality
reaching more than 50% of tadpoles at a concentration of 20 ug.L™. It also caused an increase
in the frequency of micronuclei and nuclear erythrocyte abnormalities, reaching 20% of the
total cells evaluated at the highest concentration (20 ug.L™). The risk of cypermethrin to P.
gracilis was high, indicating that concentrations already recorded in nature may have serious
short- and long-term effects on the species. Acute toxicity effects were not observed for fipronil.
Fipronil did not cause changes in swimming activity and malformations in the mouth. However,
it caused significant malformations in the gut. In the micronucleus test and nuclear
abnormalities, fipronil also caused an increase in the presence of micronuclei and nuclear
erythrocyte abnormalities, showing that it has genotoxic potential for P. gracilis. Despite this,
the commercial formulation evaluated for fipronil presented a low chronic risk for P. gracilis.
At the end of this study, amphibians proved to be useful bioindicators and we suggest that
tadpoles of different species can be used to determine the environmental impacts of

agrochemicals on aquatic ecosystems.

Keywords: Agrochemicals. Commercial formulation. Amphibians. Genotoxicity.
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1 INTRODUCAO GERAL

O atual modelo de producéo agricola do Brasil é dependente do uso em larga escala de
agrotoxicos. Com cerca de 80 milhdes de hectares de area plantada (safra 2017; IBGE, 2018) o
Brasil esta entre os maiores consumidores de agrotdxicos no mundo (MMA, 2018). Segundo o0
IBAMA (2018), foram vendidas 551.313,25 toneladas de ingrediente ativo em todo o pais no
ano de 2016, destas 35.284,58 toneladas se referem as vendas do estado do Rio Grande do Sul.

As possibilidades de interacbes dos agrotoxicos no ambiente sdo amplas, complexas e
ainda carentes de compreensdo. Os agrotoxicos podem atravessar diferentes compartimentos
ambientais, acumular nos elementos dos ecossistemas e dispersar para além das areas de
aplicacdo (DOMINGUES, 2005). Podem atingir o solo e as aguas, devido aos ventos e a chuva
que promovem a deriva, lixiviagdo, erosdo (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2018),
volatilizacdo e escoamento desses quimicos (SPADOTTO et al., 2004; BIANCHI; CABRAL-
DE-MELLO; MARIN-MORALES, 2015). Uma unica chuva pode provocar a perda de até 2%
da dose aplicada de agrotéxico, que como consequéncia pode ser carreada para 0 ambiente
aquatico (BIANCHI; CABRAL-DE-MELLO; MARIN-MORALES, 2015).

A quantidade de agrotéxicos presentes na agua tem aumentado devido ao uso
inadequado e o descarte incorreto de embalagens de agrotoxicos (VASCONCELOQS, 2014). O
excesso de agrotoxico em relacdo a capacidade de assimilacdo pelo meio aquético
(SPADOTTO et al., 2004; MONTANHA et al.,, 2012) pode alterar a sobrevivéncia,
crescimento e reproducdo da fauna aquatica (MONTANHA et al., 2012). Agrotdxicos podem
penetrar em organismos aquaticos através de diferentes portas de entrada e seu grau de
acumulacdo é dependente do tipo de cadeia alimentar, da disponibilidade e persisténcia do
agrotoxico na agua e de suas caracteristicas fisicas e quimicas (AMERICO et al., 2015).

O principal objetivo dos agrotoxicos é controlar ou eliminar insetos, microrganismos,
animais ou plantas através de diversas reac@es bioquimicas. Essas rea¢des bioquimicas ndo sdo
exclusivas dos organismos alvo, fazendo com que nesse processo outros organismos ndo-alvo
também sejam atingidos (SPADOTTO et al.,, 2004). Os organismos podem acumular
contaminantes através de processos como a bioconcentracéo, bioacumulacédo e biomagnificagdo
(COSTA et al., 2008). A absorcdo dos agrotoxicos pelos organismos pode gerar efeitos
deletérios como alteragBes nas caracteristicas e na dindmica das populagdes (reproducéo,
migracdo e mortalidade), na estrutura e fungdo comunidades (alteracdo na diversidade de
especies, modificagdes na relacdo predador-presa) (COSTA et al., 2008; SILVA; CAMPOS;
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BOHM, 2013) e na funcdo do ecossistema (alteragdes nos processos de respiracdo e no fluxo
de nutrientes) (COSTA et al., 2008; SILVA; CAMPOS; BOHM, 2013).

Os anfibios estdo entre as formas de vida aquatica que mais sofrem com a presenca de
agrotoxicos na agua (VASCONCELOS, 2014). Segundo FROST (2018), 7.857 espécies de
anfibios sdo conhecidas em todo o mundo e cerca de 90% (6.929 espécies) sdo de anuros. De
acordo com a International Union for Conservation of Nature (IUCN), em 2008, data da Gltima
avaliacdo realizada pelo 6rgéo, das 6.260 espécies de anfibios avaliadas, 32,4% estdo extintas
ou globalmente ameacadas (IUCN, 2018).

Um sinergismo de fatores é responsavel pelo declinio das espécies de anfibios em todo
o0 mundo (HAYES et al., 2010). Junto com doencas emergentes, perda e alteracdo de habitat e
espécies invasoras (WAKE; VREDENBURG, 2008; HOSKINS; BOONE, 2016), o uso
crescente de agrotdxicos aparece como um dos fatores que implicam no declinio global dos
anfibios (BEEBEE, GRIFFITHS, 2005; JOHNSON; WELCH; WHITFIELD, 2013), tornando
esse grupo de vertebrados 0 mais ameacado do planeta (STUART et al., 2004; HOSKINS;
BOONE, 2016).

Declinios sdo ainda mais preocupantes quando ocorrem nas regides de alta riqueza e
endemismo de espécies do planeta. Este € o caso do Brasil, detentor absoluto do maior nimero
de espécies de anfibios, abrigando aproximadamente 17% da diversidade global, e o maior
namero de espécies endémicas do mundo (TOLEDO et al. 2010; FROST, 2018). Segundo
Segalla et al. (2016), até julho de 2016, foram registradas no Brasil 1.080 espécies de anfibios,
das quais 1.039 sdo anuros, 36 gymnophiona e 5 caudata. No Brasil, segundo avaliacdo do
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) em 2014, através da
publicacdo da Portaria n® 445 de 17 de dezembro de 2014, das 973 espécies de anfibios
avaliadas, 41 estdo classificadas como ameacadas de extin¢do (BRASIL, 2014).

Estudos envolvendo anfibios sdo importantes para detectar espécies indicadoras de
mudancas ambientais e sua sensibilidade pode explicar as causas dos declinios populacionais
em todo o mundo (STUART et al., 2004, GONCALVES, 2015). Nos estudos de ecotoxicologia,
organismos representativos do ambiente s&o expostos a varias concentracdes de uma substancia
potencialmente tdxica a ser avaliada (COSTA et al., 2008) e podem ser indicadoras do nivel de
contaminacdo ambiental e de modificacbes no ecossistema através de seu comportamento
(COELHO, 2006). Desta forma, selecionam-se determinadas espécies, para que suas respostas
fisiologicas e comportamentais sejam estudadas e relacionadas com a exposi¢do direta dos

organismos aos poluentes (COELHO, 2006). As respostas dos organismos podem ser
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letalidade, carcinogénese, mutagénese, teratogénese, desordens comportamentais, efeitos
fisiol6gicos cumulativos, antagdnicos e sinérgicos (RODRIGUES, 2007).

Os ensaios ecotoxicoldgicos consistem em fornecer informacgdes relevantes e
confiaveis sobre os efeitos de produtos quimicos e bioldgicos sobre essas comunidades (ARCY;
SILVA; CUNHA, 2014). Nos ensaios de ecotoxicologia aquatica, é possivel usar algas,
protozodarios, bactérias, peixes e invertebrados como organismos-teste (ARCY; SILVA;
CUNHA, 2014). Geralmente sdo avaliados diferentes niveis tréficos, porque o comportamento
das espécies é diferente com relacdo ao mesmo poluente e é necessario avaliar o organismo
mais sensivel para que seja possivel, estimar com maior seguranca os impactos de determinada
substancia toxica (COELHO, 2006).

Estudos que exploram a resposta dos anfibios a poluentes ambientais mostram que sdo
altamente sensiveis e apropriados para realizacdo de ensaios com produtos quimicos
(HERKOVITS; PEREZ-COLL; HERKOVITS, 2002; PALENSKE; NALLANI;
DZIALOWSKI, 2010) devido ao seu ciclo de vida com desenvolvimento aquéatico e uma pele
altamente permedvel que permite absorver rapidamente substancias toxicas (HERKOVITS;
PEREZ-COLL; HERKOVITS, 2002, MARQUES; GONCALVES; PEREIRA, 2008;
PALENSKE; NALLANI; DZIALOWSKI, 2010; MACAGNAN et al., 2017; RUTKOSKI et
al., 2018; WRUBLESWSKI et al., 2018).

As exposicOes as substancias quimicas sdo realizadas utilizando diferentes
concentragdes em periodos determinados de tempo (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).
Essa exposicdo pode ser aguda ou cronica, de acordo com sua duracdo e efeitos avaliados
(RODRIGUES, 2007). O ensaio agudo avalia uma resposta severa e rapida do organismo-teste
a um estimulo que se manifesta em curtos periodos de tempo em relacéo ao periodo de vida do
organismo-teste, variando de 0 a 96 horas de exposicdo (ALMEIDA, 2004; MAGALHAES;
FERRAO FILHO, 2008) e pode ser conduzido sob sistema estatico, semi-estatico ou de fluxo
continuo. Normalmente os efeitos observados neste ensaio sdo letalidade ou imobilidade, ou
seja, determina-se a concentracdo do agente toxico que causa 50% de letalidade (CLso) ou
imobilidade (CEso) a espécie-teste (MASSARO, 2006).

Os testes cronicos sdo dependentes dos resultados obtidos nos testes de toxicidade
aguda, uma vez que as concentracdes subletais sdo calculadas a partir da CLso (MAGALHAES;
FERRAO FILHO, 2008; MASSARO, 2006). O organismo-teste responde a estimulos que
podem durar longos periodos, podendo afetar todo seu ciclo de vida. De um modo geral, as
concentragfes a que 0s organismos-teste sdo expostos sao subletais, permitindo a sobrevivéncia

do organismo (CASTRO, 2008). O periodo de realizacdo do teste cronico varia de horas até
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meses dependendo do organismo-teste utilizado e pode incluir estudos de ciclo de vida
completo ou parcial (JARDIM, 2004; MASSARO, 2006). A exposicao pode afetar suas func¢oes
bioldgicas, interferindo, por exemplo, na reproducdo, desenvolvimento de ovos, crescimento,
maturac&o e/ou comportamento em geral (CASTRO, 2008; MAGALHAES; FERRAO FILHO,
2008; RODRIGUES, 2007; JARDIM, 2004), além de alteracdes na fisiologia, bioquimica
(JARDIM, 2004) e histologia (RODRIGUES, 2007). Nos anfibios, os efeitos subletais incluem
atraso do crescimento e desenvolvimento e potencial reprodutivo alterado (GIBBLE; BAER,
2011; BAKER; BANCROFT; GARCIA, 2013) além de perturbacdes endocrinas, alteracdo da
funcdo imunoldgica, alteracbes comportamentais e mortalidade (POCHINI; HOVERMAN,
2017).

A exposicdo cronica a contaminantes como produtos quimicos pode ainda induzir
efeitos genéticos como danos do DNA (ARCAUTE et al., 2014). A presenca de poluentes
quimicos pode provocar a formacdo de micronucleos (FANALI et al., 2018). O teste ou ensaio
de micronucleo (MN) € utilizado como um marcador desses efeitos genéticos ao nivel de DNA
induzidos por diversos poluentes e fornece informacbes sobre o potencial citogenotoxico
(FARAG; ALAGAWANY, 2018). O teste é considerado uma medida de genotoxicidade em
anfibios em condicdes laboratoriais e de campo e mostrou potencial para monitoramento in situ
da qualidade da agua (LAJMANOVICH et al., 2005).

O teste MN € um teste rapido e confidvel que permite avaliar alteracoes
cromossdmicas causadas por perda de cromossomos inteiros ou por quebras cromossémicas
(ARANHA, 2013). Tem sido amplamente utilizado para avaliar acdo genotoxica induzida por
agentes quimicos ou fisicos em diversos ambientes (GALINDO; MOREIRA, 2009). Quando
comparado com outras técnicas de deteccdo de dano ao DNA, o teste MN apresenta algumas
vantagens como: pode ser realizado rapidamente, ndo é complexo ou caro (LAJMANOVICH
et al., 2014; JOSENDE et al., 2015), e a sua preparacdo e analise sdo mais simples e mais
rapidas do que outros testes para aberracdes cromossémicas (LAJMANOVICH et al., 2014).

O microndcleo pode ser definido como uma pequena por¢do de DNA delimitada por
membrana que se encontra separada do nucleo principal (CORT; GHISI, 2014; LOPEZ-
GONZALEZ et al., 2017). Fragmentos cromossdmicos se perdem durante a anafase na divisdo
celular e sdo envoltos por uma membrana nuclear durante a tel6fase na mitose, formando 0s
microntcleos (CORT; GHISI, 2014; LOPEZ-GONZALEZ et al., 2017).

Anfibios sdo vertebrados aquaticos que ja demonstraram ser modelos bioldgicos Uteis
para o teste de micronucleo e inducdo de danos primarios no DNA em eritrocitos devido a
exposicao a agrotoxicos (e.g. CABAGNA et al., 2006; CANDIOTI et al., 2010; NIKOLOFF et
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al., 2014; ARCAUTE et al.,, 2014; JOSENDE et al., 2015; SOLONESKI; ARCAUTE;
LARRAMENDY, 2016; CRUZ-ESQUIVEL,; VILORIA-RIVAS; MARRUGO-NEGRETE,
2017; NATALE et al., 2018). O teste MN tem sido amplamente utilizado em eritrocitos
anfibios uma vez que este tipo de célula é facilmente manipulado e dissociacao celular ndo é
necessaria (LAJMANOVICH et al., 2014).

Além do MN, outras anormalidades nucleares de eritrocitos (ANE’s) também podem
ser induzidas por agentes genotdxicos. Uma das explicacdes mais aceitas para as anormalidades
nucleares € relativa ao aspecto do ndcleo, pois quando a célula detecta uma regido de DNA
afetada, se inicia um processo de reparo e eliminacdo da cromatina (LOPEZ-GONZALEZ et
al., 2017). A regido alterada é entdo movida para a periferia do ndcleo e eliminada por
exocitose. Antes do processo ser completado, a membrana nuclear exibe algumas imperfeicdes,
caracterizando anormalidade nuclear (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2017).

Carrasco, Tilbury e Myres (1990) foram os primeiros a descrever anormalidades
nucleares em peixes, sendo elas: Blebbed (Bolhas): uma bolha foi descrita como uma pequena
evaginacdo da membrana nuclear, parecendo conter eucromatina ou heterocromatina (mais
escuro) e tamanho de bolha semelhante ao tamanho de microndcleos; Lobed (Lobado): nucleos
com evaginacdes maiores que as bolhas descritas anteriormente. Sua estrutura ndo € tdo definida
como a anterior. Alguns nucleos apresentam vérias destas estruturas; Notched (Entalhado):
nacleos que apresentam uma fenda ou corte bem definido em sua forma. Geralmente com uma
profundidade aprecidvel no nucleo. Esses cortes parecem ndo possuir nenhum material nuclear
e parecem ser delimitados pela membrana nuclear; Vacuoated (Vacuolizado): nicleos que
apresentam uma regido parecida com os vacuolos encontrados em células vegetais, desprovidos
de qualquer material visivel nessa regido. Essas anormalidades também foram observadas em
eritrocitos de girinos anfibios como consequéncia da exposi¢do a contaminantes ambientais e
quimicos com atividades citotoxicas, genotdxicas ou mutagénicas (LAJIMANOVICH et al.,
2014).

A analise das ANE’s complementa o teste MN, pois a falta de microndcleos nao
necessariamente significa a auséncia de efeitos genotdxicos da substancia avaliada (ARANHA,
2013). O efeito citotdxico da substancia avaliada pode levar a morte de células em grande
escala, de modo a indicar um resultado falso negativo. Tendo essa visdo, as ANE’s devem ser
consideradas como consequéncias dos efeitos genotdxicos da substancia avaliada (ARANHA,
2013).

O presente estudo foi dividido em dois capitulos. No primeiro capitulo, intitulado

“Toxicidade aguda e genotoxicidade de uma formulacdo comercial de cipermetrina em girinos
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de Physalaemus gracilis”, foram avaliadas a toxicidade aguda e a genotoxicidade de uma
formulacdo comercial de cipermetrina sobre os girinos de P. gracilis. No segundo capitulo,
intitulado “O inseticida fipronil é toxico para anfibios? Avaliacdo da toxicidade de uma
formulacdo comercial do inseticida fipronil em girinos de Physalaemus gracilis”, foram
avaliados os efeitos letais e subletais de uma formulagéo comercial de fipronil sobre a mesma

espécie.
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CAPITULO I - TOXICIDADE AGUDA E GENOTOXICIDADE DE UMA
FORMULACAO COMERCIAL DE CIPERMETRINA EM GIRINOS DE
PHYSALAEMUS GRACILIS
RESUMO

A presenca de agrotdxicos no ambiente é apontada como um dos fatores no declinio nas
populacdes de anfibios em todo 0 mundo. Anfibios sdo apontados como bons indicadores de
contaminacdo por essas substancias pois possuem ciclo de vida bifasico, devido a seus habitos
alimentares e pele altamente permeavel que facilita a absorcao de agrotdxicos. A cipermetrina
¢ um dos piretréides mais utilizados na agricultura atualmente e tém consequéncias
comprovadas em diversas espécies de anfibios, provocando alteracbes comportamentais e
morfologicas nos organismos. Dito isso, o estudo avaliou a toxicidade letal, subletal e
genotdxica de uma formulacdo comercial de cipermetrina em na espécie de anfibio anuro P.
gracilis. Para isso, desovas da espécie foram coletadas na natureza e mantidas em laboratério
sob condic¢des controladas até atingirem o desenvolvimento larval desejado. Os ensaios agudo
e crbnico foram realizados em sextuplicata com 10 girinos por réplica, totalizando 60 girinos
testados por concentracdo. No ensaio agudo foram avaliadas as concentragcdes que variaram de
100 a 800 pg/L durante um periodo de 96 horas. No ensaio cronico, concentracdes de
cipermetrina ja registradas na natureza (1, 3, 6 e 20 pg/L) foram avaliadas quanto a mortalidade
e posteriormente, usadas para o teste de microntcleo por um periodo de 7 dias. Além disso, no
teste de micronucleo, 15 girinos foram analisados por concentracdo quanto a presenca de
micronucleos e de anormalidades nucleares de eritrocitos. A CLso.96h determinada através do
método Trimmed Spearman-Karber para P. gracilis para a formulacdo comercial de
cipermetrina foi de 273,41 pg/L. No ensaio crénico, constatou-se uma mortalidade superior a
50% na maior concentracao (20 ug/L), apresentando caracteristicas de toxicidade aguda para a
espécie, ja que provovou a mortalidade de metade dos girinos avaliados. O teste de microntcleo
mostrou resultados significativos nas concentracGes de 6 e 20 pg/L para micronucleo e registrou
a presenca de diversas anormalidades nucleares, atingindo 20% do total de células avaliadas,
indicando o potencial genotdxico da formulacdo comercial de cipermetrina para P. gracilis. A
cipermetrina apresentou alto risco para a especie, mostrando que tem potencial para causar
diversos problemas a curto e longo prazo, interferindo na dindmica daquele ecossistema. Desta
forma, pode-se concluir que a formulagdo comercial de cipermetrina apresentou efeitos

toxicolégicos para P. gracilis.

Palavras-chave: Piretroide. Inseticida. Anfibios. Microndcleo. P. gracilis
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ABSTRACT

The presence of pesticides in the environment is noted as one of the factors in the decline in
amphibian populations worldwide. Amphibians are indicated as good indicators of
contamination by these substances because they have a biphasic life cycle due to their eating
habits and highly permeable skin that facilitates the absorption of pesticides. Cypermethrin is
one of the most widely used pyrethroids in agriculture today and has proven effects on several
species of amphibians, causing behavioral and morphological changes in organisms. That said,
the study evaluated the lethal, sublethal and genotoxic toxicity of a commercial formulation of
cypermethrin in the anuran species P. gracilis. For this, spawnings of the species were collected
in the wild and kept in the laboratory under controlled conditions until reaching the desired
larval development. The acute and chronic assays were performed in six replicates with 10
tadpoles per replicate, totaling 60 tadpoles tested per concentration. In the acute test
concentrations ranging from 100 to 800 pg.L™ were tested for a 96 hour period. In the chronic
trial, concentrations of cypermethrin already registered in nature (1, 3, 6 and 20 pg.L™?) were
tested for mortality and subsequently used for the micronucleus test for a period of 7 days. In
addition, in the micronucleus test, 15 tadpoles were analyzed by concentration for the presence
of micronuclei and for nuclear erythrocyte abnormalities. The LCso:06n determined by the
Trimmed Spearman-Karber method for P. gracilis for the commercial cypermethrin formulation
was 273.41 ug.LL. In the chronic trial, a mortality higher than 50% was observed in the highest
concentration (20 pg.L™Y), presenting characteristics of acute toxicity for the species, since it
provovou the mortality of half of the evaluated tadpoles. The micronucleus test showed
significant results at concentrations of 6 and 20 pg.L* for micronuclei and recorded the
presence of several nuclear abnormalities, reaching 20% of the total cells evaluated, indicating
the genotoxic potential of the commercial cypermethrin formulation for P. gracilis.
Cypermethrin presented a high risk for the species, showing that it has the potential to cause
several problems in the short and long term, interfering in the dynamics of that ecosystem. Thus,
it can be concluded that the commercial formulation of cypermethrin had toxicological effects

for P. gracilis.

Keywords: Pyrethroid. Insecticide. Amphibians. Micronucleus. P. gracilis
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1 INTRODUCAO

A fauna aquética é frequentemente exposta a agrotoxicos, devido as atividades
antropogénicas que introduzem extensas quantidades desses contaminantes no meio ambiente
(DIAMOND et al., 2015; PEREZ-IGLESIAS et al., 2015). Os agrotoxicos sdo projetados para
controlar ou eliminar insetos, microrganismos e plantas que trazem prejuizo a producao
agricola, agindo através de diversas reagdes bioquimicas (PEREZ-IGLESIAS et al., 2015).
Como consequéncia, podem afetar espécies ndo-alvo que possuem similaridade fisiolégica ou
bioquimica com os organismos-alvo (KOLER; TRIEBSKORN, 2013).

Substancias quimicas tém sido apontadas como um dos fatores para a perda em larga
escala de populac¢des de anfibios, devido a sensibilidade deste grupo a esses produtos (HAYES
et al., 2006; WAGNER et al., 2014). Efeitos deletérios de agrotoxicos, incluindo inseticidas,
sdo particularmente prejudiciais aos anfibios, causando alteracbes no crescimento,
desenvolvimento, reproducéo e comportamento (JING et al., 2017; MACAGNAN et al., 2017;
RUTKOSKI et al., 2018; WRUBLESWSKI et al., 2018). Os anfibios anuros sdo considerados
bons bioindicadores de poluentes ambientais devido a suas caracteristicas particulares, como
ciclos de vida complexos, rapidas taxas de crescimento larval, posicédo trofica, pele permeéavel
(JING et al., 2017), reproducdo dependente da agua (FANALI et al., 2018) e ovos
desprotegidos (SOLONESKI; ARCAUTE; LARRAMENDY, 2016).

Agrotdxicos do grupo piretréide modernos sdo inseticidas potentes e seletivos
(MORETTO, 2018). Sdo os mais utilizados atualmente na agricultura e silvicultura e
representam 25% do mercado mundial de inseticidas (SHI et al. 2011; TAJU et al, 2014).
Formados através de ésteres isolados da flor Chrysanthemum cinerariaefolium (SANTOS;
AREAS; REYES, 2007; VELISEK et al., 2007; COSTA, 2015), essa classe de agrotoxico esta
entre 0s agrotdxicos mais toxicos para espécies aquaticas, podendo afetar a dindmica natural do
ambiente (PIMPAO, 2006).

A toxicidade dos piretroides esta relacionada com seu mecanismo de acao, pois exercem
efeito sobre os canais de sodio neural, interferindo na sua abertura e fechamento, aumentando
o tempo de entrada dos ions de Na™ na célula e atrasando seu encerramento (SANTOS; AREAS;
REYES, 2007, VELISEK et al., 2006, VELISEK et al., 2007). Os piretroides interagem com
0s receptores do acido gama amino butirico (GABA) nos filamentos nervosos (VELISEK et
al., 2006, VELISEK et al., 2007, BRADBERRY et al., 2005), ou seja, ligam-se aos receptores
do GABA bloqueando os canais de cloro e sua ativacdo (SANTOS; AREAS; REYES, 2007), o

que pode ocasionar hiperexcitabilidade, observada devido ao envenenamento severo por
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piretréides do tipo Il (BRADBERRY et al., 2005). O GABA ¢ o principal neurotransmissor
inibitdrio do sistema nervoso central de vertebrados (SANTOS; AREAS; REYES, 2007).

A cipermetrina € um dos piretroides mais utilizados para aplicacbes agricolas e
domeésticas devido a sua alta toxicidade para organismos-alvo e baixa toxicidade para
mamiferos. Por consequéncia, a cipermetrina € um contaminante comum em sistemas aquaticos
(MARINO; RONCO, 2005; PARAVANI et al., 2018). A Cipermetrina ou (RS)-a-cyano-3-
phenoxybenzyl (1RS,3RS;1RS,3SR) -3- (2,2-dichlorovinyl) -2,2- dimethylcyclopropane
carboxylate possui formula molecular C22H19CI2NOs (ANVISA, 2018). A substancia €
classificada pela ANVISA (2018) como Classe Il — altamente toxica. Em condi¢des normais de
temperatura e pH, é estavel a hidrolise com uma meia vida maior que 50 dias e estavel também
a fotolise com uma meia vida superior a 100 dias (JONES, 1995; KAMRIN, 1997). O inseticida
possui densidade de 1,12 g/mL a 22°C, ponto de fusdo de 60-80°C (isdmeros puros), ponto de
ebulicdo de 170-195°C e pressdo de vapor de 4x10-8 mm Hg a 70°C (CYPERMETHRIN,
1993).

Os efeitos subletais relatados em anfibios devido a exposicdo a cipermetrina envolvem
alteracdes comportamentais, morfoldgicas e bioquimicas nos girinos (GREULICH;
PFLUGMACHER, 2003, 2004; DAVID et al., 2012), mortalidade e alteracdo na duracdo da
metamorfose, alteracbes enzimaéticas, diminuicdo no sucesso da eclosdo (GREULICH;
PFLUGMACHER, 2003, 2004), hiperatividade (SAHA; KAVIRAJ, 2008), inibicdo da
atividade da colinesterase (KHAN et al.,2003) e alteracbes na atividade natatoria
(WRUBLESWSKI et al., 2018). No entanto, pesquisas que investiguem efeitos genotdxicos da
cipermetrina em anfibios sdo escassos.

A contaminacdo ambiental interfe no crescimento e desenvolvimento normal dos
anfibios, porém a inducdo de danos genéticos no DNA ap6s exposicdo aguda e cronica a
agrotoxicos €, em ultima instancia, o efeito danoso mais relevante (SOLONESKI; ARCAUTE;
LARRAMENDY, 2016). A analise da morfologia de células sanguineas, particularmente
eritrocitos, € um importante bioindicador de poluicdo e de potencial toxico de substancias a
espécies selvagens (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2017). Este biomarcador tem sido considerado
uma ferramenta apropriada para avaliar os efeitos da exposicao a xenobidticos em organismos,
incluindo anfibios (PEREZ-IGLESIAS et al., 2014; SOLONESKI; ARCAUTE;
LARRAMENDY, 2016) e pode fornecer informacdes sobre exposicao a poluentes genotoxicos
(PEREZ-IGLESIAS et al., 2014).

O teste de micronlicleo é um dos métodos mais utilizados para deteccdo de

genotoxicidade de substancias quimicas no ambiente (FENG et al., 2004). E um método réapido,
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eficaz, de baixo custo e € um bom indicador de contamina¢do quimica em organismos
(JOSENDE et al., 2015; GHISI; OLIVEIRA; PRIOLI, 2016). Os microndcleos séo estruturas
extranucleares morfologicamente semelhantes ao nucleo principal, circundadas por uma dupla
membrana e contendo DNA eliminado (CHMIELEWSKA et al., 2018) e originam-se de
fragmentos cromossomicos acéntricos e/ou cromossomos inteiros que ndo migram para 0O
nacleo principal durante a divisdo celular (JOSENDE et al., 2015; ; GHISI; OLIVEIRA;
PRIOLI, 2016; LOPEZ-GONZALEZ et al., 2017). Fragmentos atrasados ou Cromossomos
inteiros sdo envolvidos por membrana e tornam-se um microntcleo (LOPEZ-GONZALEZ et
al., 2017).

Nos ultimos anos, varios estudos descreveram a presenca de outras anormalidades
nucleares de eritrocitos (ANE’s). Os mecanismos de formagéo de muitas dessas anormalidades
ainda no sdo totalmente compreendidos (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2017). No entanto,
muitas pesquisas os incluiram nas avaliacdes de genotoxicidade como um teste complementar
ao teste de microndcleo (e.g. PEREZ-IGLESIAS et al., 2014, 2018; JOSENDE et al., 2015;
LOPEZ-GONZALEZ et al., 2017; NATALE et al., 2018). Eritrocitos de anfibios sdo
considerados modelos importantes para o estudo de anormalidades celulares. As anormalidades
nucleares podem incluir células binucleadas, ndcleos lobulados, entalhado, broto nuclear e
ndcleos vacuolizados (FENECH et al., 2011).

A espécie de anfibio Physalaemus gracilis (ra-chorona), ocorre na Argentina, Uruguai,
Paraguai e Brasil (FROST, 2018), com registros nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul. Ocorre em campos, charcos (FRAVRETTO, 2011) e em corpos d’agua lénticos,
de areas preservadas ou com alteracdes ambientais (BORGES-MARTINS et al., 2007),
inclusive em éareas proximo a agricultura. E uma espécie de pequeno porte, medindo de 2,7 a
3,2 cm e possui coloracdo varidvel, desde o castanho avermelhado até o cinza-claro (ZANK et
al., 2014; BORGES-MARTINS et al., 2007).

Nos meses de setembro a marco, época de acasalamento da espécie, macho e fémea
constroem ninhos de espuma onde os ovos séo depositados (BORGES-MARTINS et al., 2007,
ZANK et al., 2014). No Brasil, as fémeas depositam de 400 e 800 ovos, enquanto que no
Uruguai esses numeros variaram entre 700 e 1.300 ovos (LAVILLA et al., 2010). A espécie
ndo esta classificada como ameagada na lista vermelha da IUCN (2018) devido a sua ampla
distribuicéo e tolerancia de uma vasta gama de habitats (LAVILLA et al., 2010).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste estudo foi avaliar os efeitos letais, subletais e genotoxicos da
formulacdo comercial do inseticida piretrdide cipermetrina na espécie de anfibio P. gracilis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a sensibilidade de P. gracilis devido a exposi¢do a diferentes concentragcfes de

cipermetrina;
- Determinar a Concentragéo Letal Média (CLso) da cipermetrina para P. gracilis;

- Avaliar os efeitos genotoxicos de concentracdes de cipermetrina ambientalmente relevantes
sobre P. gracilis através da avaliagdo da frequéncia de microndcleo e de anormalidades

nucleares de eritrécitos;
- Estimar os valores de LOEC, NOEC e MATC;
- Determinar o risco ecoldgico da cipermetrina para P. gracilis;

- Comparar o0s resultados encontrados para P. gracilis com outras espécies de anfibios e animais

aquaticos;

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 AGROTOXICO

Os ensaios de toxicidade foram realizados utilizando a formulacdo comercial do
inseticida cipermetrina: Cyptrin 250 EC, formulado por Nufarm Inddstria Quimica e
Farmacéutica S. A., registrado no Ministério da Agricultura, da Pecuéria e Abastecimento -
MAPA sob n° 06395, possui 250 g/L de ingrediente ativo de cipermetrina e 723 g/L de
ingredientes inertes. De acordo com a bula do Cyptrin 250 EC, a formulagdo apresenta
Classificacdo Toxicologica | — Extremamente Toxico e Classificagdo do Potencial de
Periculosidade Ambiental — Altamente Perigoso ao Meio Ambiente.

A solucdo-estoque foi feita no dia do inicio da realizacdo dos ensaios agudo e cronico.
Para isso, a formulacdo comercial foi diluida em &gua destilada até obter uma solugéo-estoque

com concentracgdo de 500 mg/L de cipermetrina, que foi usada em todos os ensaios. A solugéo
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foi adicionada com micropipeta nos recipientes para obter a concentracdo desejada em cada
uma das repeticoes.

3.2 ORGANISMO-TESTE

Como organismo-teste para avaliacdo dos efeitos letais, subletais e genotdxicos da
formulacdo comercial de cipermetrina foram utilizados girinos de Physalaemus gracilis
(Boulenger, 1883) (Figura 1). As desovas da espécie foram coletadas direto da natureza (Figura
1-B), com menos de 24 horas de ovoposic¢do, em lagoas localizadas na Universidade Federal da
Fronteira Sul, na cidade de Erechim no Rio Grande do Sul, (Latitude: 27° 43° 46,11 Sul,
Longitude: 52° 16’ 54,40 Oeste). As coletas foram realizadas entre os meses de outubro de
2017 e fevereiro de 2018.

Figura 1: A - Physalaemus gracilis adulto. Foto: Gilcinéia dos Santos; B — Desovas de P. gracilis em ambiente
natural; C — Girino de P. gracilis. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

As desovas foram coletadas manualmente e transportadas em embalagens plasticas até
o laboratorio de Ecologia e Conservacdo da Universidade Federal da Fronteira Sul - Campus
Erechim. No laboratério foram acondicionadas em aquarios com capacidade de 15 litros,
contendo &gua de poco artesiano, dentro dos padrdes de potabilidade e sob aeracdo constante.
A sala de criagéo e a de testes foram mantidas a uma temperatura de 24 + 2 °C, umidade relativa
entre 60 e 80% e iluminag&o controlada (12/12 horas claro-escuro).

As desovas permaneceram sob essas condicBes para que fosse possivel o
desenvolvimento dos girinos até atingirem a fase desejada para realizacdo dos ensaios. Os
girinos foram alimentados diariamente com o0 uso de ragdo comercial para peixes, com no
minimo 40% de proteina bruta.

Os ensaios ecotoxicologicos foram realizados com girinos na fase 25 de
desenvolvimento (GOSNER, 1960), quando possuem formacao bucal completa e conseguem
se alimentar, correspondendo ao inicio do crescimento do corpo e desenvolvimento dos
membros posteriores. Os girinos utilizados nos ensaios possuiam peso médio de 0,037 g + 0,012
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(0,015 g — 0,088 g, N=47) e comprimento médio de 15,82 mm £ 1,59 (12,8 mm — 23,25 mm,
N=47).

A agua utilizada para o desenvolvimento dos girinos e para a realizacdo dos ensaios
possuia as seguintes caracteristicas: temperatura = 22°C = 2°C, pH = 7,0 £ 0,5, oxigénio
dissolvido = 4,0 + 1,0 mg/L, turbidez <5, condutividade = 160 + 10 uS/cm, alcalinidade = 9,74
mg CaCOzs/L, Ca = 6,76 mg/L, Na = 44,1 mg/L, Mg = 1,35 mg/L, Fe = 0,08 mg/L, Ni < 0,001
mo/L.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal da Fronteira Sul sob protocolo n® 23205.003634/2017-70 e autorizado
pelo Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio) sob n° 54939-1.

3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.3.1 Ensaio Agudo

O ensaio agudo para determinacdo da Concentracdo Letal Média (CLso) teve duracdo de
96 horas. Foram testados 60 girinos por concentracdo divididos em 6 recipientes de vidro
estéreis (6 réplicas), com capacidade de 500 mL, com uma densidade de 1 girino para cada 50
mL de solugdo. O controle negativo foi realizado somente com agua, também com 60 girinos
em 6 réplicas. Os frascos foram cobertos com plastico filme de maneira a evitar a evaporacao
e mantidos sob aeracdo constante. Os girinos foram expostos a seis concentragfes da
formulacdo comercial de cipermetrina: 100, 200 (MARINO; RONCO, 2005), 350, 400, 600,
700 e 800 pg/L. A mortalidade dos girinos foi avaliada a cada 24 horas e os mortos foram
retirados e contabilizados. A temperatura e oxigénio dissolvido da 4gua foram mantidos em
22+2°C e 4+2 mg/L, respectivamente, durante todo o periodo do ensaio.

Para a classificacdo da toxicidade aguda, foi utilizada a classificacdo da Globally
Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals (GHS, 2017). Os compostos
podem ser classificados em trés categorias depois de 96 horas de exposicdo: alta toxicidade
(CLso<1 mg/L), toxicidade moderada (CLso entre 1 e 10 mg/L) e baixa toxicidade (CLso>10
mg/L).

3.3.2 Ensaio Cronico

O ensaio cronico teve duracdo de 168 horas (7 dias), com 0 mesmo numero de girinos,

réplicas, tipo de recipientes e quantia de agua do ensaio agudo. O ensaio foi mantido sob regime
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estatico, sem troca de solugdes durante o periodo de realizagdo e os frascos foram mantidos sob
aeracdo constante. O tempo de ensaio respeitou a meia vida da cipermetrina na agua, que é
superior a 50 dias (JONES, 1995; KAMRIN, 1997). As concentracGes subletais foram
selecionadas de acordo com dados referentes a concentracfes de cipermetrina ja encontradas
em agua em ambiente natural, de acordo com a literatura. As concentra¢des avaliadas foram 1
pg/L, 3 pg/L (BELLUTA et al., 2010), 6 pg/L (ETCHEGOYEN et al., 2017) e 20 pg/L
(CARLOS et al., 2011). O ensaio foi acompanhado diariamente e os girinos mortos foram

retirados a cada 24 horas.

3.3.3 Micronucleo e Anormalidades Nucleares de Eritrocitos

No final da exposicdo de 168 horas, foram retirados 15 girinos de cada concentracao e
do controle, para analise do sangue pelo teste do microndcleo. Os girinos foram anestesiados
com lidocaina 5% (50 mg/g), de acordo com 0 CONCEA (2018). Uma gota de sangue de cada
girino foi retirada por puncéo cardiaca, com seringas de insulina descartaveis e heparinizadas.
Foram feitos esfregacos de sangue em laminas de microscopia esterilizadas, secas ao ar e
fixadas com 100% (v/v) de metanol frio (4°C) durante 2 minutos e em seguida coradas com
solugéo Giemsa 10% durante 15 min, ao abrigo de luz. Ao final do processo, as laminas foram
lavadas com &gua destilada para retirar o excesso de corante e dispostas para secar.

Posteriormente, a presenca de micronucleos e outras anormalidades nucleares de
eritrocitos (ANE’s) foi determinada através da anélise de 1.000 eritrocitos de cada girino, com
uso de microscopio em objetiva 100X (LAJMANOVICH et al., 2013). Além do micronucleo,
a genotoxicidade foi analisada utilizando a presenca de ANE’s, realizadas em globulos
vermelhos de acordo com Carrasco, Tilbury e Myres (1990) e Fenech et al. (2011) por
determinacéo da frequéncia das seguintes lesdes nucleares: (1) Células Anucleadas: células sem
a presenca de nucleos; (2) Células com Apoptose: nucleos fragmentados, com células se
programando para morrer. (3) Células Binucleadas: células com dois nucleos; (4) Célula com
Broto Nuclear ou Bolha: nucleo com uma pequena evaginacdo da membrana nuclear, tamanho
de bolha semelhante ao tamanho de micronucleos; (5) Células com Caridlise: nucleo que
apresenta somente o contorno, sem material interno; (6) Células Entalhadas: ndcleos que
apresentam uma fenda ou corte bem definido em sua forma, também ditos como nucleos em
forma de rim; (7) Células Lobadas: nucleos com evaginagdes maiores que as bolhas descritas
anteriormente; (8) Células com Microcitose: nlcleo condensado e citoplasma reduzido; (9)

Células Vacuolizadas: nucleos que apresentam uma regido parecida com o0s vacuolos
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encontrados em células vegetais, desprovidos de qualquer material visivel nessa regido. As

alteracdes foram comparadas com os resultados encontrados no controle negativo.

3.3 ANALISE DE RISCO ECOLOGICO

O risco ecoldgico para cada alteracdo percebida, foi avaliado utilizando a abordagem do
quociente de risco ou Hazard Quotient (HQ), de acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA, 1998). O HQ é calculado através da equacao (1) para risco agudo
(AHQ) e da equacdo (2) para risco crénico (CHQ):

_ EEC

AHQ = )
_ EEC

CHQ = NOEC )

Em que:

EEC: Estimated Environmental Concentration € uma concentragdo maxima estimada de

contaminantes em um ambiente;
ClLso: é a concentracdo letal média;
NOEC: No Observed Effect Concentration € a concentracdo de efeito ndo observado;

Quando ndo foi possivel calcular estatisticamente a NOEC foram usados os valores de
LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) para o calculo de HQ (WU et al., 2015). O HQ
foi comparado com o nivel preocupacdo (LOC) da USEPA (USEPA, 1998). O LOC é uma
ferramenta politica que a Agéncia usa para interpretar o quociente de risco, analisar o risco
potencial para organismos nao-alvo e a necessidade de considerar a acdo reguladora. No ensaio
agudo, o valor de LOC é 0,5 e no ensaio cronico, o valor LOC para o risco é 1. Se o quociente
de risco for maior que 0,5 para risco agudo e maior que 1 para risco cronico, provavelmente

ocorrerao efeitos nocivos devido ao contaminante em questdo para a espécie avaliada.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade aguda (CLso) foram analisados pelo
método TSK — Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON; RUSSO; THRUSTON, 1977),
através do programa GBasic, com nivel de significancia de 95%. Analise de variancia

unidirecional (ANOVA) foi usada para determinar as diferencas entre os varios grupos. O



34

teste de Tukey foi utilizado para comparar o nivel de significancia (p<0,05) entre cada um
dos grupos e Dunnett para comparar cada grupo tratado com o controle negativo. A
normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro Wilks e a homogeneidade das
variancias foi testada por Bartllet. Para determinar LOEC, NOEC e MATC, foi utilizado o teste
de Dunnett. O LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) é a concentragdo de efeito
observado. O NOEC (No Observed Effect Concentration) é a concentracdo de efeito néo
observado. O MATC (Maximum Acceptable Toxicant Concentration) é a concentracdo maxima
aceitavel de toxicante e é dado pela média geomeétrica dos valores de LOEC e NOEC. Os testes
estatisticos foram realizados utilizando o software Statistica 8.0 com nivel se significancia de
95% (p<0,05).

4 RESULTADOS
4.1 ENSAIO AGUDO

A formulacdo comercial de cipermetrina avaliada apresentou uma CLso96n de 273,41
pug/L (211,22 pg/L - 353,90 pg/L) para girinos de Physalaemus gracilis (Tabela 1). A
mortalidade dos girinos da espécie foi significativa em relacdo ao tempo de exposicao (Fz;24 =
5,25, p<0,01, significativa em 72 horas, Tukey = p<0,05), indicando que quanto maior o tempo
de exposi¢cdo, maior a mortalidade, mas ndo em relacdo a concentracdo (Fe;35 = 2,15, p = 0,07)
(Figura 2).

Tabela 1: Numero de girinos de Physalaemus gracilis mortos a cada 24 horas, durante o ensaio agudo expostos
a diferentes concentragdes da formulagdo comercial de cipermetrina e determinag@o da CLs.

N° de Mortalidade Porcentagem
Concentracao individuos de CLso;
(ng/L) 24h 48h 72h 96h Total mortalidade 96h
expostos (%)
0 (controle) 60 0 0 0 0 0 0
100 60 0 2 3 2 7 11,67
200 60 0 5 24 6 35 58,33
350 60 1 1 20 1 33 55,00 273,41
400 60 0 3 13 15 31 51,67 po/L
600 60 1 1 13 8 33 55,00
700 60 1 18 14 10 43 71,67
800 60 10 0 21 9 40 66,67

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Figura 2: Mortalidade cumulativa (%) de girinos de P. gracilis expostos a diferentes concentragdes da formulagao
comercial de cipermetrina durante o ensaio agudo. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

4.2 ENSAIO CRONICO

A mortalidade dos girinos de P. gracilis durante o ensaio crénico foi significativa em
relacdo a concentracdo (Fz:.20 = 9,35, p<0.01, significativa em 6 e 20 pg/L, Tukey = p<0,05;
Tabela 2), e em relacdo ao tempo (Fe21 = 2,97, p<0,05, em 168 horas, Tukey = p<0,05),
mostrando que tanto o aumento da concentracdo quanto do tempo de exposicao influenciaram
na mortalidade (Figura 3). A NOEC foi 3 pg/L e a LOEC 6 pg/L de cipermetrina. Com a
determinacdo desses valores foi possivel calcular que 4,24 pg/L foi o valor maximo de toxicante
(MATC) que P. gracilis suporta desta formula¢do comercial de cipermetrina.



36

Tabela 2: Mortalidade de girinos de P. gracilis expostos a formulagdo comercial de cipermetrina no periodo de 7

dias.
N° de o o
Concentracdo (ug/L) individuos N. de N° de Mortalidade (%)
Vvivos mortos
expostos
0 (Controle) 60 60 0 0
1 60 56 4 6,67
3 60 46 14 23,33
6 60 39 21 35,00
20 60 28 32 53,33
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Figura 3: Mortalidade cumulativa (%) de girinos de P. gracilis expostos a diferentes concentragdes da formulagéo
comercial de cipermetrina durante o ensaio cronico. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

4.3 MICRONUCLEO E ANORMALIDADES NUCLEARES DE ERITROCITOS

Foram avaliados 75.796 eritrdcitos de girinos de Physalaemus gracilis considerando
todas teste nas concentracfes de cipermetrina e controle. A presenca de microndcleos nos
eritrocitos expostos as concentracfes de cipermetrina foi significativa (Fa70 = 7,72; p<0,01,
significativo em 6 e 20 pg/L, Dunnett, p<0,05) (Tabela 3). A concentracdo que apresentou o

maior nimero de micronucleos foi a de 20 pg/L.
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Tabela 3: Numero de micronucleos detectados em eritrocitos de P. gracilis expostos a formulacdo comercial do
inseticida cipermetrina

Concentracao NUmero de NUmero de Micronucleos
(ug/L) eritrocitos analisados  microndcleos detectados (%)
Controle 15.154 7 0,05
1 15.120 5) 0,03
3 15.092 7 0,05
6 15.123 20* 0,13
20 15.307 28* 0,18

*significativo em relacdo ao controle, Dunnett (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Foram observadas oito anormalidades nucleares de eritrcitos (Figura 4), além do
micronucleo (Tabela 4), que podem indicar o potencial genotdxico da cipermetrina. Todos 0s
girinos analisados apresentaram alguma anormalidade nuclear, atingindo mais de 20% do total
de células analisadas na maior concentracdo estudada (20 pg/L), apds 168 horas de exposicdo
(Tabela 4). A ANE mais frequente em todas as concentracdes foi o nucleo entalhado (6,64%
do total de células analisadas), seguido do nucleo lobado (2,65%) e nucleo com bolha (1,17%)
(Figura 5). Cada anormalidade foi avaliada individualmente e a maioria delas apresentou
diferenca significativa quando comparada ao controle em alguma das concentracGes avaliadas,

com excecdo das células binucleadas, anucleadas e com cariolise (Tabela 5).

e

Figura 4: Micronucleo e Anormalidades Nucleares de Eritrocitos encontradas em girinos de P. gracilis expostos
a concentragdes da formulacdo comercial de cipermetrina. (A) Células com nticleos normais, (B) Célula com
Micronucleo; (C) Células com Apoptose; (D) Célula Binucleada; (E) Célula com Bolha ou Broto Nuclear; (F)
Células com Cariolise; (G) Célula Entalhada; (H) Células Lobadas; (I) Células com Microcitose; (J) Célula
Vacuolizada. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Figura 5: Numero de micronucleos e ANE’s encontrados no teste de micronucleo, de acordo com cada
concentragdo avaliada para a formulagdo comercial de cipermetrina em girinos de P. gracilis. Fonte: Elaborado
pelo autor, 2018.
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Tabela 4: Anormalidades nucleares de eritrocitos (ANE’s) encontradas no controle e nas concentragdes para a formulagdo comercial de cipermetrina em girinos de P. gracilis. Média
+ desvio padrao (minimo e maximo).

Concentracao (ug/L)

ANE Controle 1 3 6 20
Anucleadas 0 0,33+0,49 (0-1) 0,07+0,26 (0-1) 0,07+0,26 (0-1) 0,13+0,35 (0-1)
Apoptose 0,47+0,52 (0-1) 3,93+6,28 (0-25) 1,67+3,87 (0-15) 1,67+1,99 (0-7) 11,87+8,75 (1-33)*
Binucleadas 0,67+0,97 (0-3) 0,93+1,33 (0-5) 0,53+0,83 (0-3) 0,4+0,63 (0-2) 0,6+0,98 (0-3)
Bolha 6,13+4,29 (0-13) 5,07+3,15 (1-14) 3,73%3,45 (0-10) 13,3+0,06 (4-25)* 25,319 (11-40)*
Cariodlise 0 0,13+0,35 (0-1) 0 0,07+0,26 (0-1) 0,33+1,05 (0-4)
Entalhadas 35+12,69 (16-53) 32,27+11,36 (13-56) 54,13+22,46 (11-86) 77,8+31,49 (34-127)* 104,07+27,40 (60-160)*
Lobadas 13,53+£7,96 (2-25)  7,33+5,12 (1-17)  27,67+15,60 (5-52)*  20,8+14,62 (8-60) 39,07+£16,59 (11-76)*
Microcitose 1,13+0,99 (0-3) 1,07+1,67 (0-5) 4,93+5,99 (0-23) 9,13+7,50 (1-26)* 22,53+12,11 (2-46)*
Vacuolizadas 0,13+0,35 (0-1) 1,53+1,68 (0-6)* 0,6+0,83 (0-2) 0,2+0,41 (0-1) 1,87+2,42 (0-8)*
Nuamero de células analisadas 15.154 15.120 15.092 15.123 15.307
Total de ANE (%o) 571 5,25 9,32 12,38 20,24

*significativo em relacdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Tabela 5: Resultados da ANOVA e teste de Dunnett para cada anormalidade nuclear de eritrocitos em girinos de

P gracilis expostos a diferentes concentracdes da formulag@o comercial de cipermetrina

Significativo
Valor de p Valor de p
ANE Valor de F (ANOVA) (Dunnett) paraas
concentracdes
Anucleada Fa70=2,49 p=0,51 - -
Apoptose Fs:70=11,82 p>0,01 p<0,01 20
Binucleada Fa:70=10,61 p=0,66 - -
Bolha Fs:70 = 38,04 p<0,01 p<0,01 6e20
Cariolise Fa70=1,11 p=0,36 - -
Entalhada Fs:70= 27,16 p<0,01 p<0,05 3;6e20
Lobada Fs:70= 13,94 p<0,01 p<0.01 3e20
Microcitose Fa:70 = 24,47 p<0,01 p<0,01 6e20
Vacuolizada Fs.70=4,85 p<0,01 p<0,05 1e?20

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Considerando a soma do nimero de micronucleos e todas as anormalidades nucleares

de eritrécitos, em relacdo ao controle, o nimero total de alteracdes celulares foi significativo

(Fa;70 = 53,54, p<0,01, significativo para as concentragdes de 3, 6 e 20 pug/L, Dunnett = p<0,01).

Observando a Figura 6 pode-se verificar que o aumento de concentragdo, provocou um aumento

de alteracdes celulares em Physalaemus gracilis.
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Figura 6: Microntcleos ¢ Anormalidades Nucleares de Eritrocitos em diferentes concentragdes da formulagio

comercial de cipermetrina, em girinos de P. gracilis. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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4.4 ANALISE DE RISCO ECOLOGICO

A andlise de risco agudo para a cipermetrina foi calculada através da CLso;96n Obtida
anteriormente (273,41 pg/L) e o valor maximo de cipermetrina detectada na &4gua, na area de
distribuicdo geografica da espécie estudada, na concentracéo de 194 pg/L (MARINO; RONCO,
2005). O valor obtido para o quociente de risco agudo (AHQ) foi de 0,71, superior ao valor de
referéncia LOC =0,5. Da mesma forma, o valor calculado para o CHQ em relacdo a mortalidade
no teste crénico, CHQ = 64,67 também foi superior ao valor de referéncia (LOC=1).

Para a avaliacao de risco cronico relacionada ao micronucleo e as ANE’s, as alteragoes
celulares foram avaliadas agrupadas e também individualmente (Tabela 6). Todas as alteracdes
apresentaram alto risco crénico para P. gracilis, ja que apresentaram valores de CHQ superiores
ao valor de referéncia LOC=1 determinado pela USEPA (1998).

Tabela 6: Valores de NOEC, LOEC, MATC e CHQ determinados para Micronucleo ¢ Anormalidades Nucleares
de Eritrocitos calculados para girinos de P. gracilis submetidos a formulagdo comercial de cipermetrina.

NOEC (ug/L)  LOEC (ug/L) MATC (ug/L) CHQ

MN+ANE’s 1 3 1,73 97
Micronucleo 3 6 4,24 64,67
Apoptose 6 20 10,95 14,92
Bolha 3 6 4,24 64,67

Entalhada 1 3 1,73 97

Lobada 1 3 1,73 97
Microcitose 3 6 4,24 64,67
Vacuolizada - 1 1 1941

Yalor calculado utilizando LOEC
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

5 DISCUSSAO

A toxicidade aguda determinada para a formulacdo comercial de cipermetrina em
Physalaemus gracilis (273,41 pg/L) esta em um valor intermediario ao registrado para outras
espécies de anfibios, mostrando que P. gracilis pode mesmo ser um bom bioindicador para
efeitos de agrotdxicos. Quando comparado a outras espécies (Tabela 7), a CLsg encontrada neste
estudo ficou em um valor intermediario, mostrando formulagGes comerciais diferentes podem
apresentar diferencas na toxicidade para as espécies. Além disso, a sensibilidade das espécies

tambem esté relacionada a essa diferenca na toxicidade aguda.
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Tabela 7: Concentracdo Letal Média (CLso) da cipermetrina paraa diferentes espécies de anfibios anuros.

ESPECIE ClLso (ug/L) REFERENCIA
P. gracilis 273,41
P. cuvieri 240 WRUBLESWSKI et al., 2018
P. biligonigerus 129 IZAGUIRRE et al., 2000
Duttaphrynus melanostictus 3,34 DAVID etal., 2012
Rhinella arenarum 6.430 SVARTZ; ARONZON; PEREZ-COLL, 2016
R. humboldti 6.270 VELASQUEZ, MUNOZ, BAUTISTA, 2017
R. marina 8.140 VELASQUEZ, MUNOZ, BAUTISTA, 2017
Boana xerophylla 9.630 VELASQUEZ, MUNOZ, BAUTISTA, 2017
Engystomops pustulosus 11.800 VELASQUEZ, MUNOZ, BAUTISTA, 2017
P. gracilis 5.100 MACAGNAN et al., 2017

Segundo a classificacdo da Globally Harmonized System of Classification and Labelling
of Chemical (GHS, 2017), a formulacéo avaliada para cipermetrina possui alta toxicidade aguda
para P. gracilis. Esse resultado de alta toxicidade da cipermetrina também é verificado para as
espécies P. cuvieri, P. biligonigerus e D. melanostictus. A maioria das espécies citadas
anteriormente apresenta pelo menos toxicidade moderada em relacdo a cipermetrina e apenas
E. pustulosus apresentou baixa toxicidade, quando avaliada pelo GHS (2017).

Pelo menos trés das espécies citadas acima podem apresentar alto risco agudo, com um
quociente de risco superior ao valor de referéncia estabelecido pela USEPA. Utilizando a CLso
determinada para elas e o valor maximo de cipermetrina na agua, P. cuvieri (AHQ = 0,80), P.
biligonigerus (AHQ = 1,50) e D. melanostictus (AHQ = 58,08), estariam em risco agudo,
indicando que a cipermetrina pode causar altas taxas de mortalidade para diferentes espécies de
anfibios presentes no ambiente.

Concentragbes consideradas subletais ou cronicas também causaram mortalidade
consideravel em P. gracilis. A concentracdo de 20 pg/L, apresentou uma taxa de mortalidade
superior a 50%, em um periodo de sete dias. Esse resultado apresentou caracteristicas de
toxicidade aguda, ja que matou mais da metade dos individuos submetidos a cipermetrina. A
alta toxicidade aguda e a alta mortalidade da formulacdo comercial avaliada de cipermetrina
s&o dados preocupantes, pois concentragdes proximas a CLsp ja foram relatadas em ambientes
naturais (194 pug/L) (MARINO; RONCO, 2005; CARLOS et al., 2011). Alem disso, 0o MATC
calculado para a mortalidade foi de 4,24 pg/L, valor bem inferior a concentracdo de 20 pg/L,
mostrando que os girinos de P. gracilis podem néo suportar a presenca dessa concentracao no
ambiente.

Além de afetar a mortalidade, cipermetrina também pode ser caracterizada como um

agente genotoxico. Diferentes substancias quimicas podem apresentar afinidade de ligacdo com
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0 material genético de organismos vivos, podendo alterar ou causar danos no DNA, fazendo
com que sejam conhecidos como agentes genotoxicos (DEBOER, HOEIJMAKERS, 2000;
GONCALVES, 2015). Efeitos desses agentes podem afetar o DNA, causando perda de material
genético, trocas de cromatides irméds e até mesmo desencadear processos carcinogénicos nos
organismos (GONGCALVES, 2015). O micronucleo é considerado um marcador de dano
citogenético, que aparece ap6s algum impacto relacionado a um composto genotoxico
(HEDDLE et al., 1991; NAQVI; SHOAIB; ALI, 2016). As duas maiores concentragdes
avaliadas no presente estudo apresentaram resultados significativos para a presenca de
micronucleos em relacdo ao controle, refletindo um risco realista da cipermetrina para esta
espécie de anfibio nativo, ja que essas concentracfes foram registradas em aguas superficiais e
poderiam estar presentes no habitat de P. gracilis.

Todas as concentracdes avaliadas também apresentaram diversas anormalidades além
do micronucleo. O aumento das concentracdes de cipermetrina também provocou um aumento
no aparecimento de anormalidades nucleares de eritrocitos que subiu de aproximadamente 5%
no controle para 20% na concentracdo de 20 pg/L. Nesta Gltima concentracdo, 6 das 9 ANE’s
analisadas foram significativas, mostrando que realmente essa quantia de cipermetrina no
ambiente aquéatico pode causar danos nas células de anfibios.

Outros estudos com anfibios corroboram com o fato de cipermetrina poder ser agente
genotdxico. Cabagna et al. (2006) detectaram a presenca de microntcleos em Odontophrynus
americanus devido a exposi¢do a cipermetrina em concentracdes de 5.000 e 10.000 ug/L,
durante os tempos de exposicdo de 48 e 96 horas. O piretroide FASTAC 10 EC, em que 0
ingrediente ativo também é a cipermetrina, foi testado nas concentra¢Ges de 1, 5 e 10 pg/L para
Rana temporaria e Xenopus laevis e induziu um aumento da frequéncia de microndcleos em
um tempo de exposicdo de 14 dias (RUDEK; ROZEK, 1992). Das duas espécies avaliadas por
Rudek e Rozek (1992), R. temporaria se mostrou mais sensivel ao efeito mutagénico que X.
laevis.

Em adicdo aos microndcleos, Cabagna et al. (2006) também detectaram alteracdes
nucleares nas células como, células binucleadas e células apoptdticas (morte celular
programada). Da mesma forma, a inducdo de células nervosas ao processo de apoptose,
provocada pela cipermetrina, foi relatada por lzaguirre et al. (2006) em P. biligonigerus e por
Casco et al. (2006) em R. arenarum. Alteracdes na morfologia e no envoltério nuclear podem
estar relacionadas com falhas na divisdo celular, processo de morte celular e reacOes

provenientes de genotoxicidade e mutagenicidade induzidas por compostos quimicos
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ambientais (FENECH, 2000), confirmando que anormalidades nucleares podem ser usadas
como indicador de dano genotdxico, em associacdo ao teste de micronucleo.

Em estudos com outros organismos aquaticos, como o0 peixe Oreochromis
mossambicus, as maiores frequéncias de micronucleos foram registradas apds 48 horas de
exposicao a cipermetrina em concentragdes que variaram de 0,1 a 10 pug/L (NAQVI; SHOAIB,;
ALl, 2016). Ansari et al., (2011) também detectaram aumento significativo na frequéncia de
micronucleos para o Channa punctata em 72 horas de exposi¢do e dependente da concentracdo
que variou de 0,4 a 1,2 pg/L. Por meio destes resultados, percebe-se que a cipermetrina tem
efeito genotoxico para diversas espécies de organismos aquaticos e a analise de microntcleos
e de anormalidades nucleares de eritrécitos podem ser indicadoras de efeitos subletais em
anfibios, podendo ser aplicada em espécies nativas e populacdes selvagens expostas a
substancias toxicas (FANALI et al., 2018).

As concentragdes cronicas avaliadas neste estudo foram inferiores ao limite permitido
de cipermetrina na 4gua definidas por alguns 6rgaos ambientais. O Brasil ndo tem determinacéo
federal para a quantidade de cipermetrina na &gua, mas no estado do Rio Grande do Sul o limite
é de 300 pg/L na agua para consumo humano (SECRETARIA DA SAUDE, 2014). J4 a Unido
Europeia estabelece um limite de 0,10 pg/L para a presenca de agrotdxicos isolados e de 0,05
Mg/L para Pesticidas Total (que significa a soma de todos os pesticidas detectados e
quantificados no processo de controle) (JORNAL OFICIAL DAS COMUNIDADES
EUROPEIAS, 1998).

Agrotdxicos do grupo piretréide, como a cipermetrina, destroem os canais de sodio das
células, fazendo com que haja um disparo repetitivo dos neurbnios. Apesar de sua relativa
insolubilidade e baixa persisténcia em &gua, os piretrdides sdo suficientemente sollveis para
causar efeitos deletérios em diversos organismos aquaticos devido a sua lipofilia, que permite
sua absorcdo por membranas e tecidos biologicos, levando a alta toxicidade para organismos
ndo-alvo (BIGA; BLAUSTEIN, 2013).

Na avaliacdo de risco cronico, o valor de NOEC foi de 3 pg/L, confirmando que
concentragdes j& encontradas em agua podem apresentar risco para a espécie. Svartz, Aronzon
e Pérez-Coll (2016) encontraram um NOEC relacionado a letalidade em 168 horas, para larvas
de R. arenarum de 500 pg/L. Esse valor se encontra bem acima do encontrado para P. gracilis,
no mesmo tempo de exposicao, sugerindo que as espécies respondem de maneira diferente a
cipermetrina. No entanto, no estudo de Svartz, Aronzon e Pérez-Coll (2016) em 336 horas o
valor de NOEC caiu para 0,0005 pg/L, mostrando que quanto maior o tempo de exposicéo,

menor é a concentracdo que pode causar efeitos deletérios na espécie.
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O CHQ calculado para cipermetrina em relacdo a mortalidade foi de 64,67 em 168 horas,
valor bem superior ao valor de referéncia determinado pela USEPA. Para larvas de R.
arenarum, Svartz, Aronzon e Pérez-Coll (2016) calcularam um CHQ > 388, em um tempo de
exposicdo de 336 horas, mostrando que esse inseticida apresenta alto risco para diferentes
espécies. Levando em conta que P. gracilis completa a metamorfose em cerca de 30 dias
(HEREK, 2017), pode-se inferir que os niveis testados de cipermetrina realmente podem alterar
a populacéo desta espécie, impedindo os individuos de atingir a fase adulta ou reprodutiva.

Na avaliacao de risco calculada para microntcleos e outras anormalidades nucleares de
eritrocitos, os valores de CHQ variaram de 14,92 até 97, indicando que a cipermetrina
representa um risco genotoxico potencial no ambiente para girinos de P. gracilis. A maxima
concentracdo aceitavel de toxicante determinada para P. gracilis em relacdo a mortalidade foi
de 4,24 ug/L. Porém concentragdes a partir de 1 pg/L apresentaram consequéncias genotoxicas.
Esse fato pode implicar no aparecimento de girinos anormais em geragdes futuras que impedem

a espécie de desenvolver de maneira saudavel no seu habitat.

6 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalham evidenciam a alta toxicidade a nivel letal e subletal da
formulacdo comercial de cipermetrina para P. gracilis. O inseticia apresentou alto risco agudo
e cronico para os girinos da espécie, mostrando que concentracdes ambientalmente relevantes
e permitidas pela legislagdo podem provocar altas taxas de mortalidade e diversas outras
consequéncias negativas a longo prazo. A presenca significativa de micronucleos e
anormalidades nucleares de eritrocitos nas células de P. gracilis detectados nesse estudo,
alertam para a genotoxicidade da substancia e para as possiveis consequéncias da exposicao
dos girinos.

S&0 necessarios outros estudos para avaliar a toxicidade do inseticida para anfibios, ja
qgue concentracdes encontradas no ambiente provocaram altas taxas de mortalidade e
apresentam risco potencial para P. gracilis. Pesquisas que envolvam espécies de anfibios devem
ser incentivados devido a escasses de dados sobre esses organismos, principalmente sobre

espeécies brasileiras.
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CAPITULO Il - O INSETICIDA FIPRONIL E TOXICO PARA ANFIBIOS?
AVALIACAO DA TOXICIDADE DE UMA FORMULACAO COMERCIAL DO
INSETICIDA FIPRONIL EM GIRINOS DE PHYSALAEMUS GRACILIS

RESUMO

O uso de indiscriminado de agrotoxicos vem sendo considerado uma ameaga ao ecossistema
aquatico e a diversas espécies de organismos ndo-alvo e apontado como um dos motivos para
reducdo do numero de espécies de anfibios no ambiente. Esse tipo de substancia pode se
difundir até duas vezes mais rapido que em mamiferos. O fipronil é considerado um potencial
contaminante e foi detectado em agua superficiais brasileiras. No entanto, poucos estudos foram
realizados para determinar os efeitos do fipronil sobre as espécies de anfibios. Dessa forma, o
objetivo do estudo foi avaliar a toxicidade de uma formulacdo comercial de fipronil sob a
espécie de anuro P. gracilis. As desovas da espécie foram coletadas na natureza com menos de
24 horas de ovoposic¢do e mantidas sob condi¢fes controladas no laboratério até atingirem a
fase de desenvolvimento 25. Nesse estudo, a toxicidade aguda foi avaliada em um periodo de
96 horas em concentracGes que variaram de 2.500 até 70.000 ug/L e a toxicidade crénica em
um periodo de 7 dias, nas concentracdes de 50, 100, 500 e 1.500 pg/L. O mesmo ndmero de
girinos foi avaliado nos dois tipos ensaios, sendo 60 girinos divididos em 6 réplicas. Além disso,
a formulacéo comercial de fipronil também foi avaliada através do teste de microndcleo e de
outras anormalidades nucleares de eritrocitos, em que 15 girinos foram utilizados para analise.
N&o foi possivel determinar a CLso:96n do fipronil para P. gracilis devido a baixa mortalidade
registrada durante o ensaio. No ensaio cronico, ndo se observou nenhuma alteragéo significativa
na atividade natatdria e nenhuma malformacéo na boca. Entretanto, malformagdes no intestino
foram registradas em aproximadamente 50% dos girinos avaliados, fato que pode dificultar a
sobrevivéncia dos girinos em ambiente natural. No teste de micronlcleo, apenas a maior
concentracdo (1500 pg/L) apresentou resultado significativo para a presenca de micronucleos
e para 7 das 9 anormalidades analisadas. Entretanto, a avaliagdo de risco apontou um baixo
risco da formulagdo comercial de fipronil para a espécie. Pode-se concluir que o fipronil
apresentou baixa toxicidade para P. gracilis. No entanto, ndo se pode afirmar a seguranga do
uso da substancia, tornando necessario a realizacao de outros estudos se fazem necessarios para

avaliar o efeito do inseticida sobre outras espéecies de anfibios presente no ambiente.

Palavras-chave: Efeitos subletais. Alteracbes morfoldgicas. Micronucleo. Anormalidades

Nucleares de Eritrocitos.
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ABSTRACT

The use of indiscriminate pesticides has been considered a threat to the aquatic ecosystem and
to several species of non-target organisms and is one of the reasons for reducing the number of
amphibian species in the environment. This type of substance can diffuse up to twice as fast as
in mammals. Fipronil is considered a potential contaminant and has been detected in Brazilian
surface water. However, few studies have been conducted to determine the effects of fipronil
on amphibian species. Thus, the objective of the study was to evaluate the toxicity of a
commercial formulation of fipronil under the species of anuro P. gracilis. The spawning of the
species was collected in the wild with less than 24 hours of exposure and kept under controlled
conditions in the laboratory until reaching development stage 25. In that study, acute toxicity
was evaluated over a 96-hour period in concentrations ranging from 2,500 up to 70,000 ug /L
and chronic toxicity over a period of 7 days at concentrations of 50, 100, 500 and 1,500 pg/ L.
The same number of tadpoles was evaluated in both types of trials, with 60 tadpoles divided
into 6 replicates. In addition, the commercial formulation of fipronil was also evaluated by the
micronucleus test and other nuclear erythrocyte abnormalities, in which 15 tadpoles were used
for analysis. The LC50; 96h of fipronil for P. gracilis could not be determined because of the
low mortality recorded during the test. In the chronic study, there was no significant change in
swimming activity and no malformation in the mouth. However, malformations in the intestine
were recorded in approximately 50% of the evaluated tadpoles, a fact that may hinder the
survival of tadpoles in the natural environment. In the micronucleus test, only the highest
concentration (1500 ug / L) presented a significant result for the presence of micronuclei and
for 7 of the 9 analyzed abnormalities. However, the risk assessment indicated a low risk of the
commercial formulation of fipronil for the species. It can be concluded that fipronil presented
low toxicity to P. gracilis. However, it is not possible to assert the safety of the use of the
substance, making it necessary to carry out other studies if necessary to evaluate the effect of

the insecticide on other species of amphibians present in the environment.

Keywords: Sublethal effects. Morphological changes. Micronucleus. Nuclear Abnormalities
of Erythrocytes.
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1 INTRODUCAO

O uso inadequado de agrotoxicos gera impactos negativos aos ambientes naturais, em
funcdo de sua atuacdo direta sobre a biodiversidade ou sobre as suas bases genéticas
(OMITOYIN et al., 2006; NAQVI; SHOAIB; ALI, 2016). O uso desses produtos tem efeitos
negativos sobre espécies ndo-alvo que habitam ou ocupam esporadicamente estas paisagens
paisagem (MANN et al., 2009). Os agrotdxicos sdo apontados como causa potencial do declinio
de anfibios, agindo isoladamente ou em combinagcdo com outros estressores presentes no
ambiente (MANN et al., 2009; BABALOLA; VAN WYK, 2018; WELTJE et al., 2018). Essas
substancias sdo toxicas, apresentam diferentes graus de persisténcias e mobilidade no ambiente
e tem potencial carcinogénico, mutagénico e teratogénico (SILVA et al., 2011). Podem
promover alteracbes de comportamento e malformagfes, limitar o sucesso reprodutivo
(JOSENDE, 2015) e diminuir a conectividade entre habitats e populagdes (FICETOLA; DI
BERNARDI, 2004).

Os anfibios sdo um grupo de vertebrados nos sistemas ecoldgicos neotropicais, pois
constituem uma porcao significativa da biomassa em muitas comunidades e séo base alimentar
para diversas outras espécies (JOHNSON et al., 2016). Sdo organismos ndo-alvo
constantemente expostos aos agrotoxicos e que podem funcionar como bioindicadores devido
a sua capacidade de integrar estressores de ecossistemas aquaticos e terrestres (GLINSKI et al.,
2018). Sao ectotérmicos, podem realizar a troca cutdnea de gas e dgua ou respirar através de
pulmdes (WELTJE et al., 2018). Passam 0s estagios iniciais de vida em ambientes aquaticos e
guando adultos em ambientes terrestres, ou em ambos de acordo com as exigéncias fisioldgicas
e reprodutivas de cada espécie (YOUNG et al., 2004; CRUZ-ESQUIVEL; VILORIA-RIVAS;
MARRUGO-NEGRETE, 2017).

Em funcdo destas caracteristicas servem como modelo de avaliacdo da instabilidade
morfoldgica, etoldgica, fisiologica e gendmica induzida (AGOSTINI, 2013). O contato dérmico
direto com agrotoxicos apresenta uma rota de exposicdo potencialmente significativa, ja que a
pele dos anfibios € usada para troca de gas e de agua, aumentando a suscetibilidade a
agrotoxicos e outros contaminantes (VAN METER et al., 2015). Apos a absorcao, os anfibios
gastam energia para restabelecer seu equilibrio fisiol6gico e esse gasto de energia pode causar
atrasos no desenvolvimento, crescimento e na mobilidade (GREULICH; PFLUGMACHER,
2004).

Milhdes de toneladas de agrotdxicos se acumulam e permeiam habitats de anfibios e séo

transportados para diversas areas, em que baixos niveis podem prejudicar esses animais
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(BLAUSTEIN; JOHNSON, 2003). Agrotoxicos podem se difundir em anfibios uma ou duas
vezes mais rapido do que em mamiferos, dependendo da hidrofobicidade da espécie
(QUARANTA et al., 2009). Isso pode se dar devido a sua pele altamente permeavel (HAYES
e al., 2010; WAGNER et al., 2013) que esta fisiologicamente envolvida na troca de gas, agua
e eletrélitos com o meio ambiente (QUARANTA et al., 2009). Associada a permeabilidade da
pele, a dieta dos anfibios também facilita a absorcdo de contaminantes (MCCOMB et al., 2008).

O fipronil  ou (RS)-5-amino-1-(2,6-dichloro-a,o,a-trifluoro-p-tolyl)-4-trifluoro
methylsulfinylpyrazole-3-carbonitrile (ANVISA, 2017) é um inseticida de amplo espectro, do
grupo quimico fenilpirazol (ROBERTS; REIGART, 2013) usado para pragas em culturas
agricolas e para tratamentos de gramado, para o controle de formigas e baratas sob a forma de
estacdes de isca e como uma aplicacdo tépica para animais domésticos para controle de pulgas
(ROBERTS; REIGART, 2013). E um potencial contaminante que pode ser encontrado em
aguas superficiais brasileiras em concentracdes que variam de 0,04 ug/L a 26,2 pg/L (SILVA
etal., 2009; MARCHESAN et al., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2016; VIEIRA et al., 2017).
Foi detectado em uma concentracdo de 0,04 pg/L em amostras de agua de mananciais do estado
do Paranad (VIEIRA et al., 2017), 0,026 pg/L a 3,45 pg/L em regides produtoras de arroz
(SILVA etal., 2009) e de 0,05 pg/L até 26,2 ug/L na dgua do rio Vacacai-Mirim, no Rio Grande
do Sul, (MARCHESAN et al., 2010).

Esse inseticida possui formula molecular Ci2H4CL2FsN4OS, sendo classificado
toxicologicamente como Classe Il — altamente toxico (ANVISA, 2017) e classificado como
carcindgeno humano (FENT, 2014). A meia vida de hidrélise do fipronil é superior a 100 dias
em condicdes de pH entre 5,5 e 7,0 (GUNASEKARA et al., 2007) e apresenta densidade de
1,62 g/mL a 20°C (TINGLE et al., 2003), solubilidade em agua de 1,9 mg/L em pH 5¢e 2,4
mg/L em pH 9 a 20°C, ponto de fusio de 195,5 - 203°C e pressdo de vapor de 2,8x10° mm Hg
a 25°C (JACKSON et al., 2009).

O inseticida atua no sistema nervoso central inibindo o receptor gama amino butirico
(GABA) associado aos canais de cloreto de insetos (MARTINS, 2009; ROBERTS; REIGART,
2013). A molécula de fipronil inibe de forma ndo-competitiva o receptor do GABA, fixando-se
na por¢do internalizada deste receptor ionotropico, inibindo o influxo celular dos ions cloro,
anulando assim o efeito neuro-regulador do GABA e resultando em atividade neural excessiva,
0 aumento da atividade neural causa paralisia e, consequentemente, a morte do organismo
exposto (CHAGURI, 2016). Estudos em animais demonstram que o fipronil tem uma

toxicidade seletiva maior para os insetos que em mamiferos, em fungdo da afinidade mais
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seletiva para os canais de GABAA de insetos do que os canais GABA de vertebrados
(ROBERTS; REIGART, 2013).

Apesar de varios estudos apontarem que o0s agrotoxicos podem levar a diversos efeitos
deletérios em organismos aquaticos, com diversas evidéncias de que a maioria deles esta
atingindo os anfibios, poucos estudos foram realizados para determinar as consequéncias
negativas do fipronil sobre os girinos (BOSCOLO et al., 2017). Margarido et al. (2013)
perceberam que o fipronil pode ter influéncia sobre o metabolismo dos girinos de Scinax
fuscovarius, alterando respostas bioquimicas aumentando sua susceptibilidade a contaminantes
ambientais. Em girinos de Physalaemus nattereri, o fipronil também provocou estresse
oxidativo quando foram expostos a concentragcdes ambientalmente relevantes, mostrando que a
longo prazo pode provocar danos a nivel de populacdo (GRIPP et al., 2017). O fipronil também
prejudicou o sistema antioxidante de P. nattereri e acelerou a metamorfose dos girinos, o0 que
poderia resultar em adultos mais vulneraveis, promovendo efeitos adversos (BOSCOLO et al.,
2017).

A incorporacdo de bioensaios na avaliagdo ecotoxicoldgica de ambientes aquaticos
permite complementar informacGes fisico-quimicas com informaces bioldgicas, facilitando a
compreensdo das consequéncias da exposi¢do de um organismo a um ambiente contaminado,
podendo ser usados para avaliar danos genotoxicos e citotoxicos (OSSANA; SALIBIAN,
2013). Levando em conta as condi¢des de salde das populacfes de anfibios, avaliar os efeitos
genotoxicos se mostra relevante devido as consequéncias ecoldgicas que podem ser
desencadeadas em ecossistemas aquaticos e terrestres (CRUZ-ESQUIVEL,; VILORIA-RIVAS;
MARRUGO-NEGRETE, 2017).

Testes de genotoxicidade desempenham um importante papel no biomonitoramento e
na avaliacdo de riscos carcinogénicos provocados por agrotdxicos (TOMIAZZI et al., 2018). A
técnica de microndcleo é usada como indicador de danos no DNA (ROCHA, 2011; CRUZ-
ESQUIVEL,; VILORIA-RIVAS; MARRUGO-NEGRETE, 2017; TOMIAZZI et al., 2018)
sendo considerada simples, sensivel e confiavel, além de fornecer resultados rapidos sobre dano
genético (FENECH, 2000). A principal fungdo da técnica de micronucleo ¢ alertar de maneira
precoce o0s efeitos bioldgicos significativos (alteragdes no nivel genético e molecular,
bioquimicos e fisiologicos) que aparecem antes de efeitos em niveis superiores como tecidos,
Orgaos, organismos e, por fim nas populacgdes. Desta maneira, 0 uso do teste de micronucleo se
mostra uma ferramenta importante para a previsao dos efeitos a longo prazo sobre os anfibios
no ambiente (MOUCHET et al., 2011).
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A andlise de biomarcadores sanguineos se tornou importante pois fornecem uma
estimativa da exposicdo bioldgica a poluentes genotoxicos (CANDIOTI et al., 2010).
Associado a avaliacdo do microndcleo, a analise de anormalidades nucleares pode ser utilizada
para detectar efeitos citogenéticos e genotdxicos em eritrocitos nucleados (POLLO et al., 2016).
Substéancias toxicas podem induzir danos diretos e indiretos nas células sanguineas, perturbando
0 metabolismo celular induzindo anormalidades na morfologia celular (FARAG;
ALAGAWANY, 2018). Dentre as anormalidades pode-se citar: células binucleadas, nucleos
lobulados, entalhado, broto nuclear (CARRASCO; TILBURY; MYRES, 1990) e nucleos
vacuolizados (CARRASCO; TILBURY; MYRES, 1990; FENECH et al., 2011).

Physalaemus gracilis (Boulenger, 1883) & uma espécie de anuro do género
Leptodactylidae (LOURENCO et al., 2015) com aproximadamente 3 cm (ZANK et al., 2014;
BORGES-MARTINS et al., 2007), que pode ser encontrada no Brasil, Argentina, Uruguai e
Paraguai (FROST, 2018). Se reproduz através de ninhos de espuma em lagos naturais dos meses
de setembro a marco (BORGES-MARTINS et al., 2007; LAVILLA et al., 2010; ZANK et al.,
2014). Pode colocar entre 400 (LAVILLA et al., 2010) a 1300 ovos por fémea (CAMARGO;
SARROCA; MANEYRO, 2008). E considerada como de menor preocupacéo (LC) pela IUCN
(2018) devido a sua ampla distribuicdo, tolerancia a vasta gama de habitats, presumida grande
populagdo (LAVILLA et al., 2010).

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste estudo foi avaliar os efeitos letais, subletais e genotoxicos da
formulacdo comercial do inseticida fipronil em Physalaemus gracilis, uma espécie

bioindicadora de anfibio que tem potencial de contato com esse agrotdxico no ambiente natural.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a sensibilidade de P. gracilis devido a exposi¢do a diferentes concentracfes de

cipermetrina,;

- Avaliar os efeitos subletais de concentragdes de fipronil ambientalmente relevantes sobre P.

gracilis;
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- Avaliar os efeitos genotdxicos de concentracdes de fipronil ambientalmente relevantes sobre
P. gracilis através da avaliagdo da frequéncia de microndcleo e de anormalidades nucleares de

eritrocitos;
- Estimar os valores de LOEC, NOEC E MATC;
- Determinar o risco ecolégico para P. gracilis;

- Comparar os resultados encontrados para P. gracilis com outras espécies de anfibios e animais

aquaticos;

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 AGROTOXICO

Os ensaios de toxicidade aguda e cronica foram realizados com o inseticida fipronil, na
formulacdo comercial Terra Forte, formulado por Ouro Fino Quimica LTDA, registrado no
Ministério da Agricultura, da Pecuéria e Abastecimento - MAPA sob n° 05416. A formulagdo
quimica possui 250 g/L de ingrediente ativo de fipronil e 890 g/L de ingredientes inertes.
Segundo sua bula, a formulacdo comercial de fipronil possui Classificacdo Toxicologica Il —
Altamente Tdxico e Classificacdo do Potencial de Periculosidade Ambiental Il — Produto Muito
Perigoso ao Meio Ambiente.

A solucdo-estoque possuia concentracdo de 500 mg/L de fipronil e foi preparada no dia
do inicio da realizacdo dos ensaios. A formulacdo foi obtida através da dilui¢cdo da formulacéo
comercial em agua destilada. Posteriormente, a solucdo-estoque foi usada para preparar as
solugdes utilizadas nos ensaios agudo e crénico e adicionada com micropipeta nos recipientes

de ensaio.

3.2 ORGANISMO-TESTE

Para avaliagcdo dos efeitos letais e subletais do fipronil foi utilizada uma espécie de
anfibio anuro: Physalaemus gracilis (Boulenger, 1883). As desovas da espécie foram coletadas
direto da natureza, com menos de 24 horas de ovoposic¢ao, em lagoas na Universidade Federal
da Fronteira Sul, na cidade de Erechim no Rio Grande do Sul, localizada na Rodovia ERS 135,
km 72, n°200 (Latitude: 27°43” 46,11” Sul; Longitude: 52° 16’ 54,40 Oeste). As coletas foram

realizadas entre os meses de outubro de 2017 e fevereiro de 2018.
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Apols as coletas, as desovas foram transportadas em embalagens plésticas até o
laboratério de Ecologia e Conservacdo da Universidade Federal da Fronteira Sul - Campus
Erechim, onde foram colocados em aquarios de 15 litros, contendo agua dentro dos padrdes de
potabilidade, sob aeracdo constante e condicdes controladas, para que fosse possivel o
desenvolvimento dos girinos até atingirem a fase desejada para realizagéo dos testes. Os girinos
foram alimentados diariamente com o uso de racdo comercial para peixes, com no minimo 40%
de proteina bruta.

Os ensaios agudo e crénico foram realizados com girinos na fase 25, de acordo com a
classificacdo de Gosner (1960), em que o0s girinos apresentam formacdo bucal completa,
conseguindo se alimentar adequadamente e periodo que corresponde ao inicio do crescimento
do corpo e desenvolvimento dos membros posteriores. Os girinos submetidos aos ensaios
tinham peso médio de 0,044 g £+ 0,009 (0,019 g — 0,069 g, N=50) e comprimento médio de
16,74 mm + 1,50 (11,12 mm — 19,83 mm, N=50).

A 4gua utilizada para o desenvolvimento dos girinos e para a realizacdo dos ensaios
possuia as seguintes caracteristicas: temperatura = 22°C = 2°C, pH = 7,0 £ 0,5, oxigénio
dissolvido = 4,0 £ 1,0 mg/L, turbidez < 5, condutividade = 160 + 10 uS/cm, alcalinidade = 9,74
mg CaCOzs/L, Ca = 6,76 mg/L, Na = 44,1 mg/L, Mg = 1,35 mg/L, Fe = 0,08 mg/L, Ni < 0,001
mg/L. A sala foi aclimatada a uma temperatura entre 24 + 2° C, com umidade relativa entre 60
e 80% e iluminacdo controlada (12/12 horas claro-escuro).

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal da Fronteira Sul sob protocolo n® 23205.003634/2017-70 e autorizado
pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (ICMBio) sob n® 54939-1.

3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.3.1 Ensaio Agudo

O ensaio agudo foi utilizado para determinacdo da Concentracdo Letal Média (CLso) e
teve duracdo de 96 horas. Os girinos utilizados para o teste apresentavam fase de
desenvolvimento 25 (GOSNER, 1960). Foram testados 60 girinos por concentragédo divididos
em 6 recipientes de vidro esterilizados, com capacidade de 500 mL. Também foi realizado um
controle negativo, somente com dgua com o mesmo nimero de girinos (Figura 7).

Os girinos foram expostos a 14 diferentes concentracdes da formulacdo comercial de
fipronil: 2.500, 3.500, 4.500, 5.500, 6.500, 7.500, 15.000, 20.000, 25.000, 30.000, 35.000,
45.000, 55.000 e 70.000 pg/L. A mortalidade dos girinos foi avaliada em cada réplica a cada
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24 horas e os mortos foram retirados e contabilizados. A temperatura dos recipientes foi
mantida em 22+2°C e o oxigénio dissolvido em 4+2 mg/L, durante todo o periodo do ensaio.

Figura 7: Frascos de vidro referentes ao ensaio agudo de P. gracilis expostos a formulacido comercial do inseticida
fipronil, com aeragéo artificial - Laboratorio de Ecologia e Conservacdo da Universidade Federal Fronteira Sul,
campus Erechim. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

3.3.2 Ensaio Cronico

O ensaio cronico foi realizado seguindo as mesmas configuragdes do ensaio agudo, com
0 mesmo numero de girinos usados por réplica, quantidade de dgua e fase de desenvolvimento
dos girinos (Figura 8). O tempo de duragdo do ensaio foi de 168 horas (7 dias) e aconteceu em
regime estatico. As concentracdes subletais utilizadas no ensaio cronico foram selecionadas de
acordo com dados referentes a concentragdes de fipronil que podem ser encontradas em aguas
superficiais na natureza. Foram avaliadas as concentra¢des 50 pg/L, 100 pg/L, 500 pg/L e 1.500
Hg/L (MARGARIDO et al., 2013). Essas concentracdes foram baseadas no estudo de
MARGARIDO et al., 2013, relacionando o fato de que em lagoas proximas a areas com
agricultura onde anfibios se desenvolvem e se reproduzem (como no caso de P. gracilis), pode-
se esperar maiores concentracdes do agrotoxico em comparagdo a rios, em que 0 agrotoxico
pode ser diluido.

O ensaio cronico respeitou o tempo de meia vida do fipronil que é superior a 100 dias
em condicdes de pH entre 5,5 e 7,0 (GUNASEKARA et al., 2007). Os frascos foram mantidos
sob aeracdo constante e o ensaio foi acompanhados a cada 24 horas. Girinos mortos eram
retirados e contabilizados.
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Figura 8: Frascos de vidro referentes ao ensaio cronico de P. gracilis expostos a formulacdo comercial do
inseticida fipronil, com aeracgdo artificial - Laboratério de Ecologia e Conserva¢do da Universidade Federal
Fronteira Sul, campus Erechim. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

A atividade natatdria foi monitorada a cada 24 horas para determinar se os girinos foram
afetados pelas concentragdes cronicas de fipronil, durante o periodo do teste crénico. Os
padrdes estabelecidos para essa metodologia foram: (0) atividade natatoria igual ao controle,
(1) atividade natatéria inferior ao controle, (2) atividade natatéria maior que o controle, e (3)
contracOes espasmodicas.

Além de altera¢Oes na atividade natatoria, anormalidades morfoldgicas foram avaliadas
nos girinos com o auxilio de um estereomicroscopio binocular, apos a exposic¢ao de 168 horas.
As anormalidades morfoldgicas foram classificadas em alteracdes na boca (auséncia de
queratodontes e morfologia dos labios) e alteracfes no intestino (edema e morfologia). Cada
girino foi avaliado individualmente e quando detectada a anormalidade os girinos foram
registrados e fotografados com o auxilio de um estereomicroscopio binocular ou uma camera

fotogréfica.

3.3.3 Micronutcleo e Anormalidades Nucleares de Eritrécitos

No teste de micronucleo, 15 girinos expostos as concentracdes de fipronil, num periodo
de 168 horas, foram retirados. Uma gota de sangue foi retirada de cada girino através de punc¢éo
cardiaca ap0s a anestesia com lidocaina 5% (50 mg/g), de acordo com 0 CONCEA (2018), com
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o0 auxilio de seringas de insulina descartaveis e heparinizadas, para evitar a coagulacdo do
sangue. Com o sangue foram realizados esfregacos em laminas de microscopia esterilizadas,
secas ao ar por 24 horas e posteriormente, fixadas com o auxilio de metanol 100% (v/v) frio
(4°C) durante 2 minutos e em seguida coradas com solucdo Giemsa 10% durante 15 minutos,
ao abrigo de luz. Em seguida, as ldminas ja coradas foram lavadas com &gua destilada para a
retirada do excesso de corante e postar para secar para analise posterior.

A presenga de microntcleos e de outras anormalidades nucleares de eritrocitos (ANE’s)
foi determinada para cada girino através da analise de 1.000 células com o uso de microscopio
em objetiva 100X. Além do micronucleo, a genotoxicidade foi avaliada utilizando a presenca
de ANE’s, realizadas em globulos vermelhos de acordo com Carrasco, Tilbury e Myres (1990)
e Fenech et al. (2011) por determinacdo da frequéncia das seguintes lesGes nucleares: (1)
Células Anucleadas: células sem a presenca de nucleos; (2) Células com Apoptose: nucleos
fragmentados, com células se programando para morrer. (3) Células Binucleadas: células com
dois nucleos; (4) Célula com Broto Nuclear ou Bolha: ndcleo com uma pequena evaginagdo da
membrana nuclear, tamanho de bolha semelhante ao tamanho de micronucleos; (5) Células com
Caridlise: nucleo que apresenta somente o contorno, sem material interno; (6) Células
Entalhadas: nucleos que apresentam uma fenda ou corte bem definido em sua forma, também
ditos como nucleos em forma de rim; (7) Células Lobadas: nucleos com evaginagGes maiores
que as bolhas descritas anteriormente; (8) Células com Microcitose: nlcleo condensado e
citoplasma reduzido; (9) Células Vacuolizadas: nucleos que apresentam uma regido parecida
com os vacuolos encontrados em células vegetais, desprovidos de qualquer material visivel
nessa regido. As alteragcbes foram comparadas com os resultados encontrados no controle

negativo.

3.4 ANALISE DE RISCO ECOLOGICO

A analise de risco para cada alteracdo detectada em relagdo a malformacdes e ao teste
do micronucleo, foi avaliada utilizando a abordagem do quociente de risco ou Hazard Quotient
(HQ), estabelecida pela USEPA (1998). O HQ ¢ calculado através da equagdo (1) para o risco
crénico (CHQ):

EEC

CHQ = e @)

Em que:
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EEC: Estimated Environmental Concentration € uma concentracdo maxima estimada de

contaminantes em um ambiente;
NOEC: No Observed Effect Concentration é a concentracéo de efeito ndo observado;

Apos o calculo, o CHQ foi comparado com o nivel preocupacdo (LOC) da USEPA
(1998). O LOC ¢é uma ferramenta politica que a Agéncia usa para interpretar o quociente de
risco, analisar o risco potencial para organismos ndo-alvo e a necessidade de considerar a a¢éo
reguladora. O valor LOC para o risco crénico para organismos aquaticos é 1. Se o0 quociente
maior que 1, provavelmente ocorreréo efeitos nocivos devido ao contaminante em questio para
a espécie avaliada. Quando o valor de NOEC néo estava disponivel, os valores de LOEC foram
usados para possibilitar o calculo de CHQ (WU et al., 2015).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos resultados obtidos no ensaio de toxicidade cronica foi utilizada a analise
de variancia unidirecional (ANOVA) foi usada para determinar as diferencas entre os
grupos. O teste de Dunnett foi usado para comparar o nivel de significancia (p<0,05) de cada
grupo tratado com o controle negativo e também para determinar os valores de LOEC, NOEC
e MATC. Para NOEC e LOEC a normalidade dos dados foi avaliada pelo ensaio de Shapiro
Wilks e a homogeneidade das variancias foi testada por Bartllet. O LOEC (Lowest Observed
Effect Concentration) é a concentracdo de efeito observado. O NOEC (No Observed Effect
Concentration) é a concentragdo de efeito ndo observado. O MATC (Maximum Acceptable
Toxicant Concentration) é a concentracdo maxima aceitavel de toxicante e é dado pela média
geométrica dos valores de LOEC e NOEC. Os testes estatisticos foram realizados utilizando o

software Statistica 8.0 com nivel se significancia de 95% (p<0,05).

4 RESULTADOS
4.1 ENSAIO AGUDO

No ensaio agudo referente a exposicdo de P. gracilis ao fipronil ndo foi possivel calcular
a CLso devido a baixa mortalidade registrada nas concentracdes experimentais (Tabela 8). A
taxa de mortalidade foi inferior a 10%, mostrando caracteristicas de exposicdo cronica e
indicando uma baixa toxicidade aguda da formulagcdo comercial de fipronil para girinos da

espeécie avaliada neste estudo.
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Tabela 8: Numero de girinos de P. gracilis mortos a cada 24 horas, durante o ensaio agudo expostos a diferentes

concentragdes da formulagdo comercial de fipronil

~ N° de Mortalidade
Concentracéo individuos Porcer[tagem de
(ug/L) 24h 48h 72h 96h Total Mortalidade (%0)
expostos
0 (controle) 60 0 0 0 0 0 0
2.500 60 0 0 0 1 1 1,67
3.500 60 0 1 0 0 1 1,67
4.500 60 1 0 0 0 1 1,67
5.500 60 0 1 1 0 2 3,33
6.500 60 1 0 0 0 1 1,67
7.500 60 0 0 0 1 1 1,67
15.000 60 1 0 0 0 1 1,67
20.000 60 0 0 0 0 0 0
25.000 60 1 0 0 0 1 1,67
30.000 60 2 1 0 1 4 6,67
35.000 60 1 0 2 0 3 5,00
45.000 60 0 1 0 0 1 1,67
55.000 60 1 2 1 2 6 10,00
70.000 60 1 1 0 1 3 5,00

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

4.2 ENSAIO CRONICO

A mortalidade dos girinos de P. gracilis durante o ensaio crénico com o fipronil ndo foi

significativa em relagcdo a concentracdo (Fs;20 = 0,67, p = 0,58), mostrando que a mortalidade

ndo foi influenciada pela concentracdo durante o periodo de 7 dias. Da mesma forma que a

concentracdo, 0 tempo de exposicdo também ndo apresentou significancia em relacdo a

mortalidade (Fs;21 = 1,15, p = 0,37; Tabela 9).

Tabela 9: Mortalidade de girinos de P. gracilis expostos a formulagdo comercial de fipronil no periodo de 7 dias.

N° de o o
Concentracdo (ug/L) individuos N. de N° de Mortalidade (%)
Vivos mortos
expostos

0 (Controle) 60 58 2 3,33

50 60 51 9 15,00

100 60 58 2 3,33

500 60 54 6 10,00

1.500 60 51 9 15,00

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Os efeitos das diferentes concentracdes de fipronil sobre a atividade natatéria dos

girinos de P. gracilis ndo foram significativos (Fs25 = 2,23, p=0,09; Tabela 10).



66

Tabela 10: Girinos de P. gracilis que apresentaram alterac@es na atividade natatoria durante o tempo de exposicéo
ao fipronil de 7 dias. Os padrdes estabelecidos foram: (0) atividade natatoria igual ao controle, (1) atividade
natatéria inferior ao controle, (2) atividade natatoria maior que o controle, e (3) contracfes espasmadicas.

AlteracOes na atividade natatoria

Concentracéo (ug/L)

0 1 2 3 Total
50 60 0 O O 0
100 58 2 0 O 2
500 58 2 0 4 6
1.500 52 4 0 4 8

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

N&o foram observadas malformacdes na boca ao final do teste cronico (Tabela 11).
Entretanto, malformacdes no intestino foram significativas (Fs;2s = 5,89, p<0,01, significativo
para 100, 500 e 1500 pg/L, Dunnett = p<0,05). Na maior concentra¢do avaliada, mais de 50%
dos girinos apresentaram alteragéo no intestino (Figura 9; Tabela 12).

Tabela 11: Malformagdes registradas em girinos de P. gracilis devido a exposigdo as diferentes concentragdes de
fipronil

Numero de girinos NuUmero de girinos

Numero de girinos % %
com alteragdes na  com alteracdes no

Concentracgéo (pg/L)

analisados boca intestino
0 51 0 0
50 52 0 9
100 45 0 16*
500 43 0 19*
1.500 42 0 22*
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Figura 9: Girinos de P. gracilis que apresentaram malformacao no intestino devido a exposi¢do a formulagdo
comercial de fipronil em um periodo de 7 dias. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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A partir dos dados acima, foi possivel calcular também os valores de NOEC e LOEC
para a malformacdo no intestino. O valor de NOEC foi 50 pg/L e o de LOEC foi de 100 pg/L.
Através desses valores pode-se perceber que apenas a concentragdo mais baixa ndo provocou

efeito significativo sobre os girinos de P. gracilis.
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Tabela 12: Girinos de P. gracilis com anormalidades no intestino devido a exposi¢do a diferentes concentragdes de fipronil em um periodo de 7 dias.

CONTROLE 50 pg/L 100 pg/L 500 pg/L 1.500 pg/L

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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4.3 MICRONUCLEO E ANORMALIDADES NUCLEARES DE ERITROCITOS

Ao final do teste de microndcleo com a formulagdo comercial do inseticida fipronil
foram avaliados 76.186 eritrocitos para P. gracilis, considerando todas as concentracfes € 0
controle. A presenca de micronucleos nos eritrocitos foi significativa em 1.500 pg/L da

formulacéo comercial de fipronil (F470 = 3,92; p<0,01, Dunnett, p<0,01).

Tabela 13: Numero de micronucleos detectados em eritrocitos de P. gracilis expostos a formulagdo comercial do
inseticida fipronil.

Concentracao Numero de Numero de Micronucleos
(ug/L) eritrdcitos analisados  micronucleos detectados (%o)
Controle 15.154 7 0,05
50 15.439 10 0,06
100 15.048 17 0,11
500 15.058 22 0,14
1.500 15.487 33* 0,21

*significativo em relacdo ao controle, Dunnett (p<0,05)
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Em relacdo as anormalidades nucleares de eritrdcitos, das nove analisadas, sete foram
detectadas nos girinos da espécie devido a exposicao ao fipronil. Verificou-se que todos os
girinos analisados apresentaram pelo menos uma das anormalidades celulares, chegando atingir
20% do total analisadas na concentracdo de 1.500 pg/L (Tabela 14).

A ANE mais frequente em todas as concentracdes foi o ndcleo entalhado com 6,64% do
total de células analisadas, seguido do nucleo lobado com 2,65% e nudcleo com bolha com
1,17%, considerando todas as concentracdes avaliadas, menos o controle (Figura 10). Cada
anormalidade foi avaliada individualmente e a maioria delas apresentou diferenca significativa
qguando comparada ao controle em alguma das concentracGes avaliadas, com excecdo das

celulas binucleadas, anucleadas e com caridlise (Tabela 15).
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Figura 10: Numero de micronucleos ¢ ANE’s encontrados no teste de micronucleo, de acordo com cada
concentragdo avaliada para a formula¢do comercial de fipronil em girinos de P. gracilis. Fonte: Elaborado pelo
autor, 2018.
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Tabela 14: Anormalidades nucleares de eritrécitos (ANE’s) encontradas no controle e nas concentracdes para a formulagdo comercial de fipronil em girinos de P. gracilis. Média +

desvio padrdo (minimo € maximo).

Concentracao (ug/L)

ANE Controle 50 100 500 1.500
Anucleadas 0 0 0 0 0
Apoptose 0,47+0,52 (0-1) 0,26+0,59 (0-2) 1,27+2,15 (0-6) 1,33+1,17 (0-4) 2,24+1,90 (0-6)*
Binucleadas 0,67+0,97 (0-3) 1,07+1, 39(0-5) 1,26+1,53 (0-5) 1,241,01 (0-3) 0,86+0,99 (0-3)
Bolha 6,13+4,29 (0-13) 1,46+1,30 (0-4) 7,27+3,41 (1-13) 10,6+5,60 (1-19)* 23,13+8,56 (11-36)*

Cariolise 0 0

0,2+0,41 (0-1) 0

2,93+3,37 (0-4)*

Entalhadas 35+12,69 (16-53)  71,642676 (27-109)%  47.248.33 (27-62)  56,07421,87 (26-105)*  127,13+25,81 (76-181)*
Lobadas 13,53+7,96 (2-25) 15,13+7,28 (7-38)  24,87+11,73 (7-50)* 19,6+8,75 (4-39) 35+18,18 (10-72)*
Microcitose 1.13+0.99 (0-3) 2.67+1.76 (0-7) 242,03 (0-6) 2 86+2.53 (1-26) 12,87+6,54 (4-23)*
Vacuolizadas 0,13+0,35 (0-1) 140,84 (0 - 2)* 0,4+1,05 (0-3) 0,13+0,35 (0-1) 0,26+0,79 (0-3)
Numero de células 15.154 15.439 15.048 15.058 15.487
analisadas
Total de ANE (%o) 5.71 9.12 8.47 9.35 2014

*significativo em relacdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Tabela 15: Resultados da ANOVA e teste de Dunnett para cada anormalidade nuclear de eritrocitos em
girinos de P, gracilis expostos a diferentes concentragdes da formulacdo comercial de fipronil

Significativo
Valor de p Valor de p
ANE Valor de F (ANOVA) (Dunnett) paraas
concentracdes
Anucleada - - - -
Apoptose F4:70=6,38 p>0,01 p<0,01 1.500
Binucleada Fs:70=10,71 p=0,58 - -
Bolha F4:70= 36,79 p<0,01 p<0,05 500 e 1.500
Cariolise F4:70 = 10,87 p<0,01 p<0,01 1.500
_ 50,500 €
Entalhada Fs:70 = 46,25 p<0,01 p<0,05 1500
Lobada F4;70= 8,54 p<0,01 p<0,01 100 e 1.500
Microcitose Fs.70= 30,48 p<0,01 p<0,01 1.500
Vacuolizada Fs;70= 3,58 p<0,05 p<0,01 50

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Figura 11: Micronucleo ¢ Anormalidades Nucleares de Eritrocitos encontradas em girinos de P. gracilis
expostos a concentragdes da formulagdo comercial de fipronil. (A) Célula com ntcleos normal, (B) Célula
com Micronticleo; (C) Célula Anucleada; (D) Célula com Apoptose; (E) Célula Binucleada; (F) Célula com
Bolha ou Broto Nuclear; (G) Célula Entalhada; (H) Células Lobadas; (I) Célula Vacuolizada. Fonte:
Elaborado pelo autor, 2018.

Atraveés da soma do nimero de microndcleos e de todas as anormalidades
nucleares de eritrdcitos foi possivel determinar que a quantidade de alteracGes celulares
foi significativa em 50, 100, 500 e 1.500 pg/L de fipronil (F4:70 = 61,03 p<0,01, Dunnett
= p<0,05). Observando a Figura 12, pode-se verificar que 0 aumento de concentragéo,
provocou um aumento de alteracGes celulares em Physalaemus gracilis, principalmente
na maior concentracao em que se percebe um aumento do aparecimento de anormalidades

celulares devido a exposicdo a formulagéo comercial de fipronil.
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Figura 12: Microntcleos e Anormalidades Nucleares de Eritrocitos em diferentes concentragdes da
formulag@o comercial de fipronil em girinos de P. gracilis. Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

4.4 ANALISE DE RISCO ECOLOGICO

A partir da determinacdo dos valores de NOEC e LOEC foi possivel estimar o
risco cronico (CHQ) para os efeitos subletais. Através da concentragdo maxima
encontrada no ambiente (ECC) para o fipronil que foi de 26 pg/L (MARCHESAN et al.,
2010; ALBUQUERQUE et al., 2016) e o valor de NOEC de 50 pg/L para anormalidades
no intestino foi possivel determinar, através da Equacdo (1) o valor de CHQ que foi de
0,52. Esse valor foi inferior ao valor de referéncia determinado pela USEPA (LOC=1),
indicando que a formulacdo comercial de fipronil apresenta baixo risco de provocar
alteracdes no intestino de girinos de P. gracilis.

Da mesma maneira, a avaliacdo de risco para o teste de microndcleo e para as
anormalidades nucleares indicou que o fipronil apresenta baixo risco cronico para
Physalaemus gracilis, ja que apresentaram valores de CHQ inferiores ao valor de
referéncia presumido para animais aquaticos LOC=1, determinado pela USEPA. Os

valores calculados para MATC variaram de 50 pg/L a 886,02 pg/L (Tabela 16).
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Tabela 16: Valores de NOEC, LOEC, MATC e CHQ determinados para Micronucleo e Anormalidades
Nucleares de Eritrocitos calculados para girinos de P. gracilis submetidos a formulagdo comercial de
fipronil

NOEC (ug/L) LOEC (ug/lL) MATC (ug/L) CHQ

MN+ANE’s 50 50 0,521
Micronucleo 500 1.500 866,02 0,052
Apoptose 500 1.500 866,02 0,052
Bolha 100 500 223,61 0,26
Entalhada - 50 50 0,521
Caridlise 500 1.500 866,02 0,052
Lobada 50 100 70,71 0,52
Microcitose 500 1.500 866,02 0,052
Vacuolizada - 50 50 0,521

Valor calculado utilizando LOEC
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

5 DISCUSSAO

Fipronil se mostrou um inseticida com baixa toxicidade para P. gracilis, tanto
aguda quanto cronica. Os niveis de mortalidade dos girinos indicam que em periodos de
tempo de até 7 dias o fipronil ndo causa danos de mortalidade nesta espécie. Resultados
semelhantes foram encontrados para S. fuscovarius em concentracGes variando de 200 a
1.000 pg/L e para P. nattereri em concentragdes que atingiram 50000 pg/L
(MARGARIDO, 2011), com mortalidade pequena ou nula, impossibilitando a
determinacdo da CLso e evidenciando a baixa toxicidade de fipronil em diferentes
formulagdes comerciais. A Unica espécie de anfibio para qual a CLso foi determinada foi
para Xenopus laevis na concentracdo de 850 pug/L (OVERMYER et al., 2007; ORTIZ-
SANTALIESTRA et al., 2017). No entanto, o fipronil foi testado com 98% de pureza e
ndo em formulagbes comerciais.

Nas concentracbes avaliadas ndo foram detectadas nenhuma alteracéo
significativa na atividade natat6ria dos girinos de P. gracilis. A andlise de alteragdes na
atividade natatoria é importante pois essa caracteristica da vida do animal tem
implicacdes importantes na sobrevivéncia, podendo resultar numa taxa de predacéo
aumentada, colocando em risco a densidade populacional dos girinos de um determinado
habitat (LANGERHANS, 2009). Como a formulagdo comercial de fipronil ndo teve
efeito sobre a atividade natatéria e nem na mortalidade no presente estudo, ndo ha
evidéncias que esse inseticida possa interferir no tamanho da populagéo de P. gracilis,

Apesar dessa baixa toxicidade, o contato subletal com o fipronil causou
malformacdes no intestino. Trés das quatro concentragdes avaliadas mostraram resultados

significativos para essa malformacdo. Na concentracdo de 1.500 pg/L, mais da metade
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(52%) dos girinos analisados apresentaram a alteracao, indicando que nesta concentragao,
o fipronil poderia provocar graves consequéncias para a espécie. Nao foram encontrados
outros estudos analisando malformacao de outras espécies de anfibios expostos a fipronil,
mas existem dados com peixes. Em Danio rerio foram observadas bexiga natatdria ndo
inflada, comprimento corporal reduzido e coluna vertebral dobrada em doses que variam
de 100 a 400 pg/L de fipronil (YAN et al., 2016). Em Oryzias latipes, 0os embrides
expostos ao fipronil exibiram comprometimento do desenvolvimento embrionario, menor
sucesso na ecloséo e curvatura da cauda (WAGNER et al., 2017).

Diversos outros estudos também registraram a presenca de variadas malformacdes
em anfibios devido a presenca de diferentes agrotdxicos no ambiente (e. g. JILANI et al.,
2018; WAGNER; MULLER; VIERTEL, 2017; BERNABO et al., 2016), reforcando que
a exposicdo a esses contaminantes pode provocar alteracGes que irdo influenciar no
desenvolvimento da espécie e por consequéncia ocasionando graves disturbios a
comunidade e ao ecossistema.

Além de andlises de mortalidade e comportamento, é importante verificar o efeito
do contaminante a nivel celular. O teste de micronucleo é um dos testes mais usados e
aceitos para avaliagcdo de danos mutagénicos de diversos compostos (FENECH, 2007).
Por isso, a avaliacdo do aumento de micronucleos no organismo devido a exposicao a
substancias como os agrotoxicos se mostra importante, tanto em estudos de campo como
em laboratério (GHISI; OLIVEIRA; PRIOLI, 2016). Neste estudo, verificou-se que o
fipronil provocou o aparecimento de micronicleos em P. gracilis em todas as
concentracdes avaliadas. A maior concentracdo apresentou diferenca significativa do
controle, mostrando que o fipronil induziu a formacdo desta lesdo nuclear.

Associado ao micronucleo, a presenca de anomalias celulares tem sido utilizada
para avaliacdo do potencial genotoxico de diversas substancias em anfibios (POLLO et
al., 2016; MONTALVAO et al., 2017;: LAJMANOVICH et al., 2018; MONTEIRO et
al., 2018). O aumento da frequéncia de anormalidades nucleares é um indicativo de que
reacOes celulares adversas e de mecanismos de controle usados para eliminar células com
DNA danificado (FIJAN, 2002; POLLO et al., 2019). Neste estudo, a maior concentracao
avaliada (1.500 pg/L) apresentou resultados significativos para quase todas as
anormalidades celulares avaliadas em comparacdo com o controle. Os resultados
mostram que as ANE’s foram induzidas pelo fipronil, confirmando que o inseticida ¢ um
agente genotdxico e mostrando que os testes de genotoxicidade sdo Uteis para descrever
a capacidade de diversos xenobidticos de danificar o DNA e induzir a mutagdo (FARAG;
ALAGAWANY, 2018).
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Pesquisas envolvendo o fipronil e seus efeitos para anfibios sdo escassos. Os
unicos estudos encontrados demonstram as consequéncias a nivel bioguimico
(MARGARIDO et al., 2013; GRIPP et al., 2017) e alteracbes na metamorfose
(BOSCOLO et al., 2017). Este é o primeiro estudo que analisa genotoxicidade de fipronil
em anfibios, mostrando a importancia desta pesquisa para compreender melhor os efeitos
deste inseticida. A presenca de alteracdes celulares como o micronucleo e de outras
anormalidades nucleares induzidas pelo fipronil também foi registrada em outros
organismos como ratos (OLIVEIRA et al., 2012) e peixes (QURESHI et al., 2016),
deixando claro que o inseticida pode ter potencial genotéxico para diversas classes de
animais.

O objetivo da avaliacdo de risco ecoldgico € verificar a probabilidade de que
efeitos ecoldgicos adversos possam ocorrer ou estejam ocorrendo como resultado da
exposicao a um ou mais estressores (USEPA, 1992). AvaliacGes de risco ecoldgico séo
importantes porque podem ajudar a identificar problemas ambientais, estabelecer
prioridades e fornecer uma base cientifica para acdes regulatorias (USEPA, 1992). O uso
do HQ pode ser um meio eficiente e barato para caracterizar situacdes de alto ou baixo
risco (REBELO; CALDAS, 2014).

A anélise de risco ecoldgico realizada para o fipronil indicou que esse inseticida
apresenta baixo risco para P. gracilis. Todos os parametros observados no estudo, tanto
em relacdo a avaliacdo de anormalidades morfologicas e ao teste do microndcleo
resultaram em CHQ’s inferiores ao nivel de preocupacdo ambiental da USEPA,
considerando a concentracdo maxima de fipronil encontrada na dgua em &areas em que a
espécie pode ocorrer. Entretanto, percebe-se que apesar do baixo risco ecoldgico para a
espécie, consequéncias ao DNA foram detectadas e podem evoluir para outros problemas
que prejudiquem a espécie em seu habitat ao longo do tempo, interferindo também no
ecossistema em que esta presente.

O estado do Rio Grande do Sul, no Brasil, é 0 nico que possui um limite maximo
de fipronil aceitavel para agua de consumo humano: 1,2 pug/L (SECRETARIA DA
SAUDE, 2014). Esse valor é inferior as concentragdes ja registradas em corpos d’agua
no pais de 3,45 a 26,2 pg/L (SILVA et al.,, 2009; MARCHESAN et al., 2010;
ALBUQUERQUE et al., 2016), indicando contaminacdo da 4gua acima do permitido.

Apesar da concentracdo de 1.500 pg/L ser alta em relagéo a essas concentragdes
e ao limite determinado pela legislacdo do RS, ela foi indicada como possivel de acontecer
no ambiente habitado por anfibios por Margarido et. al (2013), e se isso realmente ocorrer

pode impactar a vida de organismos aquaticos ndo-alvo. Ndo existem estudos que
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indiguem a quantia de fipronil em lagoas temporarias, que sdo habitats comuns para
anfibios como P. gracilis, préximo a areas de aplicacdo deste inseticida, locais que devido
a evaporagdo, podem concentrar o contaminante.

Os anfibios estdo sendo cada vez mais utilizados em testes toxicologicos,
permitindo comparacgdes diretas de sensibilidade entre os anfibios e outros animais
(KERBY et al., 2010). As avaliacGes realizadas neste estudo permitem compreender
quais sdo os impactos letais e subletais do fipronil sobre uma espécie de anfibio que é
facilmente encontrada no Brasil e no estado do Rio Grande do Sul e usar esses dados para
estimar os possiveis efeitos sobre outras diferentes populacdes presentes no mesmo
ambiente. Essa mesma espécie foi sensivel a outros agrotoxicos estudados, com
resultados que mostraram efeitos na atividade natatdria, na morfologia oral,
malformacdes no intestino, edema, contracBes espasmaddicas, aumento de microndcleos
(VANZETTO, 2017; MACAGNAN et al., 2017; HEREK, 2017; RUTKOSKI et al.,
2018). Com esse estudo, procuramos demonstrar que anfibios podem servir como um

importante taxon bioindicador para sinalizar impactos a qualidade da agua.

6 CONCLUSAO

Neste estudo verificamos que a formulacdo comercial de fipronil avaliada foi
pouco toxica para P. gracilis, dentro dos parametros e concentracGes utilizadas. Nao
houve risco ecoldgico e os efeitos de malformacédo, micronucleo e outras anormalidades
nucleares foram significativos apenas nas concentragdes mais altas. 1sso ndo significa que
fipronil seja seguro para anfibios, mas sim que tem poucos efeitos toxicos em P. gracilis
em dosagens permitidas por lei e registradas até agora em aguas superficiais pela
literatura. S@o necessarios mais estudos sobre o efeito desse inseticida sobre anfibios para
confirmar essa baixa toxicidade, antes de confirmar a seguranca desse inseticida, mas
podemos afirmar que a formulacdo comercial de fipronil deste estudo teve poucos efeitos

em P. gracilis.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

e Os girinos de P. gracilis mostraram sensibilidade diferente quando expostos aos
inseticidas cipermetrina e fipronil. A formulagdo comercial de cipermetrina se

mostrou mais toxica para a espécie do que a formulacdo comercial de fipronil.
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Para a cipermetrina, o tempo de exposicdo (96 horas) teve efeito significativo
sobre a mortalidade dos girinos. Ja a concentra¢do, ndo mostrou efeitos sobre a
espécie. Na exposi¢do crbnica, o tempo de exposicao (7 dias) e as concentracdes

tiveram efeito significativo sobre a mortalidade dos girinos de P. gracilis.

Para o fipronil, no ensaio cronico, a mortalidade nao foi significativa nem em

relacdo ao tempo de exposicdo, nem em relacdo as concentracdes.

Alteragdes na atividade natatoria e alteragdes na morfologia da boca ndo foram
detectados ao final do ensaio crénico com fipronil. Porém, alterac6es no intestino
atingiram mais de 50% dos girinos expostos ao inseticida. Malformagdes como
esta podem prejudicar os girinos na natureza, modificando comportamentos de
fuga, dificultando a alimentacdo e, posteriormente provocando a morte dos

girinos.

Houve um aumento na presenca de micronucleos e de anormalidades nucleares de
eritrécitos quando expostos as formulagdes comerciais de cipermetrina e fipronil.
Todas as concentracGes foram capazes de provocar alteracbes nucleares. As
maiores concentracdes tanto de cipermetrina (20 pg/L), quanto de fipronil (1500

ug/L) apresentaram cerca de 20% das células com algum tipo de alteracéo celular.

As concentragOes avaliadas de cipermetrina apresentaram alto risco agudo e
crénico para P. gracilis, indicando que as concentracdes ja encontradas em

habitats de anfibios podem provocar efeitos deletérios para a espécie.

No caso do fipronil, o risco crdnico para a espécie detectado no estudo foi baixo.
No entanto, ndo se pode afirmar que a formulagdo comercial é segura para P.
gracilis. Sdo necessarios outros estudos para avaliar a seguranca desta formulacdo

comercial para as diferentes espécies presentes no ambiente.

Ao final, pode-se afirmar que os anfibios se mostram bioindicadores Uteis para
avaliacdo de ambientes contaminados por agrotoxicos e podem fornecer
informacdes importantes sobre as consequéncias da presenca desses quimicos no

ambiente.
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e Além disso, o teste de microntcleo também se mostrou importante para avaliacéo
de quimicos sobre espécies de anfibios, indicando o potencial genotdxico da

substancia a suas implicagbes ao ecossistema a longo prazo.



