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RESUMO

Agrotoxicos sdo produtos quimicos muito utilizados para controle de pragas na produgdo
agricola. Seu uso pode contaminar ambientes aquaticos, atingindo organismos nao-alvo, que
quando contaminados podem sofrer mortalidade, mudangas fisiolégicas e alteragdes
comportamentais. Neste estudo a toxicidade aguda e os efeitos genotdxicos foram avaliados
para trés classes de agrotoxicos: herbicida picloram; inseticida imidacloprido; fungicida
clorotalonil, em girinos de Physalaemus gracilis. O ensaio agudo teve duracao de 96 horas e
foram utilizados girinos no estdgio embrionario 25. O picloram apresentou CLso de 15,81 mg.L"
I o imidacloprido CLso de 69,20 mg.L! e o clorotalonil CLso de 0,036 mg.L™!. O picloram e o
imidacloprido apresentaram baixa toxicidade aguda para P. gracilis, ja clorotalonil apresentou
alta toxicidade aguda e risco ecologico agudo para a espécie. As trés formulagdes testadas
induziram um aumento na frequéncia de microntcleos em células do sangue dos girinos
analisados. Além de micronucleos outras anormalidades nucleares também foram observadas
nas cé¢lulas como: apoptose, binucleada, bolha, caridlise, entalhada e lobada, mostrando que
esses compostos tem potencial genotdxico para essa espécie. Este estudo revela os anfibios
como sendo bons bioindicadores da qualidade ambiental apresentando efeitos toxicos e

genotoxicos quando expostos aos agrotoxicos analisados.

Palavras-chave: Agrotoxicos. Physalaemus gracilis. Toxicidade. Genotoxico.



ABSTRACT

Pesticides are chemical products widely used to control pests in agricultural production. Their
use can contaminate aquatic environments, reaching non-target organisms, which when
contaminated can suffer mortality, physiological changes and behavioral alterations. In this
study, the acute toxicity and genotoxic effects were evaluated for three classes of pesticides:
picloram herbicide; imidacloprid insecticide; chlorothalonil fungicide, in Physalaemus gracilis
tadpoles. The acute test lasted 96 hours and tadpoles at embryonic stage 25 were used. Picloram
had a LC50 of 15.81 mg.L-1, imidacloprid a LC50 of 69.20 mg.L-1 and chlorothalonil a LC50
of 0.036 mg.L-1. Picloram and imidacloprid showed low acute toxicity to P. gracilis, while
chlorothalonil showed high acute toxicity and acute ecological risk to the species. The three
formulations tested induced an increase in the frequency of micronuclei in blood cells of the
analyzed tadpoles. Besides micronuclei other nuclear abnormalities were also observed in the
cells such as: apoptosis, binucleated, blister, karyolysis, notched and lobed, showing that these
compounds have genotoxic potential for this species. This study revealed amphibians to be
good bioindicators of environmental quality, showing toxic and genotoxic effects when

exposed to the analyzed pesticides.

Keywords: Agrochemicals. Physalaemus gracilis. Toxicity. Genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

No Brasil o consumo de agrotoxicos cresce significativamente devido a grande
produgdo agricola caracteristica do pais (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018). Com isso, 0 uso
desses produtos quimicos se torna muito presente no cultivo de culturas, para o controle de
pragas e doencgas nocivas que possam prejudicar a produtividade das plantagdes (TAVELLA et
al., 2011; MOHD FUAD et al., 2012).

Os agrotoxicos possuem uma ampla variedade de fungdes, sendo utilizados para inibir
o crescimento de fungos, insetos, parasitas e plantas daninhas que possam afetar o rendimento
de culturas (LUSHCHAK et al.,, 2018). Em decorréncia da alta complexidade, esses compostos
podem ser muito persistentes no meio em que estdo inseridos (STEFFEN; STEFFEN;
ANTONIOLLI, 2011). Quando a molécula de agrotoxico fica retida no solo, a mesma pode ser
absorvida pelo sistema radicular das plantas ou lixiviada para camadas mais profundas do solo,
podendo atingir dguas superficiais por escoamento, prejudicando o desenvolvimento da
comunidade aquatica existente (REBELO; CALDAS, 2014; BRITTO et al., 2015), afetando
direta e indiretamente organismos ndo-alvo ja que esses possuem caracteristicas fisiologicas e
bioquimicas semelhantes aos organismos-alvo (KOHLER; TRIEBSKORN, 2013).

Ha diversas classes de agrotoxicos e as mais utilizadas na agricultura sdo os herbicidas,
inseticidas e os fungicidas (IBAMA, 2019). Os herbicidas sdao conhecidos como produtos
quimicos que possuem uma formulacdo eficaz, econdmica e poderosa em termos de custo para
controle de ervas daninhas (CELIS et al., 2002). Inseticidas sao substancias quimicas utilizadas
para o controle de insetos em diferentes fases dos seus ciclos (MOREIRA, 2012) e fungicidas
sdo agentes quimicos muito utilizados na preven¢do ou eliminag¢do de fungos presentes em
plantagdes ou sementes, classificados de acordo com o modo de aplicagao (GUPTA, 2018).

O herbicida picloram, inseticida imidacloprido e o fungicida clorotalonil sdo produtos
quimicos muito utilizados no Brasil (BOTELHO et al., 2012; LOPES, 2017; BIZERRA, 2018).
No tultimo relatério do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
(IBAMA) o clorotalonil foi o 6° mais vendido no pais, imidacloprido o 11° e o picloram ficou
20° lugar, entre 89 principios ativos (IBAMA, 2019).

Picloram consiste em um herbicida do tipo auxina, sistémico que atua modificando o
metabolismo celular das plantas (CHRISTOFFOLETI et al., 2015), possui elevada persisténcia

no solo, além de alto grau de lixiviagdo estendendo-se por amplas areas (D’ANTONINO et al,,
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2009; LAJIMANOVICH et al., 2013), sendo classificado como classe toxicologica I —
extremamente toéxico (ANVISA, 2021).

Pode ser aplicado para pastagens, silvicultura e cultivo de graos (USEPA, 1995). Devido
sua alta solubilidade em agua, o picloram ¢ transportado para o ambiente aquatico, podendo
facilmente atingir aquiferos subterraneos expondo os organismos ndo-alvo dessa regido ao
contaminante (ORDAZ-GUILLEN et al., 2014; TANG et al., 2018).

O imidacloprido ¢ um inseticida neonicotindide, que age por agdo sistémica, atua
diretamente bloqueando os estimulos do sistema nervoso dos insetos (HAYASAKA, et al,,
2012; STARNER; GOH, 2012), sendo eficiente em diversas culturas como algodao, arroz,
feijao, milho, trigo e soja (ANVISA, 2021). E classificado como classe toxicolégica III —
Moderadamente toxico (ANVISA, 2021).

Se caracteriza por alta persisténcia no solo, alto potencial de lixiviacdo e escoamento
em aguas superficiais, causando efeitos adversos em organismos nao-alvos, aquaticos e
invertebrados (KINDEMBA, 2009; SOUZA; SILVA, 2016; THUNNISSEN et al, 2020).
Devido a sua grande eficiéncia esse inseticida ¢ o mais utilizado no mundo (BADGUJAR et
al., 2013; RIOS; WILCOXEN; ZIMMERMAN, 2017; GUIMARAES, 2020).

Clorotalonil ¢ um composto organoclorado, ndo sistémico considerado um excelente
fungicida para o controle de pragas devido a sua alta eficiéncia molecular a qual afeta
diretamente a respiragio celular dos organismos eucarioticos (MENDEZ et al., 2016). E
amplamente utilizado em culturas de vegetais, frutas, plantas e gramados (VAN SCOY;
TJEERDEMA, 2014), pouco soltvel em agua, apresenta elevada persisténcia e toxidez no solo
(LV et al, 2017), devido a sua aplicagdo direta ¢ facilmente introduzido em ambientes
aquaticos, ocasionando danos potenciais aos organismos aquaticos ndo-alvos (MCMAHON et
al., 2012; YU et al, 2013). Esse composto ¢ classificado como classe toxicoldgica III-
Moderadamente toxico (ANVISA, 2021).

Para entender os efeitos causados por agrotoxicos em animais nao-alvo, utilizam-se
ensaios ecotoxicologicos como ferramenta de controle e monitoramento ambiental
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). Para essa analise ecotoxicoldgica pode ser
realizado o ensaio de toxicidade aguda (SILVA ef al., 2013). O ensaio agudo ¢ realizado em
um curto periodo de tempo, normalmente de 24 a 96 horas e mede os efeitos mais severos aos
organismos, quando submetidos a diferentes concentragdes de um contaminante (MOUTINHO,
2013; STANLEY; PREETHA, 2016). Em anfibios observa-se os efeitos que causam a

letalidade desses organismos, obtendo-se como resultado final a concentragao letal média que
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ocasiona a morte de 50 % da espécie teste (CLso) (COSTA; BOTTA; ESPINDOLA, 2008;
MASSARO, 2011).

A partir de ensaios ecotoxicologicos ¢ possivel avaliar os efeitos mutagénicos e
genotoxicos dos agentes quimicos, através de andlises de micronucleo celular (GONCALVES
et al., 2010). Micronucleos podem ser descritos como uma pequena parcela de DNA que ndo
foi totalmente incorporada dentro do nucleo principal durante o processo de divisdo celular
(LAJMANOVICH et al.,2014). Esse teste baseia-se num aumento da frequéncia de eritrocitos
policromaticos com micronucleos, utilizando-se para isso células da medula dssea ou sangue
periférico dos organismos testes (FLORES; YAMAGUCHLI, 2008). O teste de micronticleo ¢
simples, sensivel e confidvel e fornece um resultado imediato para o exame de danos genéticos
causados pela presenca de compostos quimicos em um determinado ambiente (POLLO et al,,
2015).

Juntamente com o micronucleo, outras anormalidades nucleares (ANEs) também podem
ser analisadas em eritrocitos, complementando os resultados sobre genotoxicidade de um
xenobidtico (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2017). Essas anormalidades nucleares de eritrocitos
(ANEs) sao relacionadas a erros que ocorrem durante a mitose ou meiose como: processos de
morte celular (apoptose), pequenas evaginagcdes da membrana nuclear semelhantes ao
micronucleo (bolha/broto), evaginacdes maiores que as bolhas (lobado), células com dois
nucleos (binucleadas), nicleo que apresenta um corte bem definido em sua forma (entalhado),
nicleo sem o material genético (caridlise), células sem a presenga de ntcleo (anucleada) e
nucleo com vactuolo (vacuolizado) (CARRASCO; TILBURY; MYRES, 1990; FENECH, 2007;
NIKOLOFF et al., 2014).

Anfibios sdo organismos utilizados em ensaios ecotoxicologicos pois sdo excelentes
indicadores de qualidade ambiental, j4 que sdo mais sensiveis a mudangas ambientais devido
as diferentes fases de seu ciclo de vida, aquatica e terrestre (TOLEDO, 2009; ROBINSON, et
al., 2017). Além disso, limitagdes na capacidade de dispersdo, a pele permedvel capaz de
absorver substancias toxicas, respiracdo cutanea, pouca mobilidade e sua tolerancia as
condi¢des experimentais fazem com que os anfibios sejam frequentemente utilizados em
pesquisas toxicologicas (MIKO et al., 2017; GONCALVES et al., 2019; BENVINDO-SOUZA
et al., 2020). A exposicao a contaminantes quimicos como agrotdxicos torna-se uma ameaca
para os anfibios, provocando um declinio das espécies, descaracterizagdo do ambiente e perda
de diversidade biologica (GONCALVES, 2015; AGOSTINI et al., 2020).

O género Physalaemus tem sido utilizado em varios estudos sobre os efeitos de

agrotoxicos (MORESCO; MARGARIDO; OLIVEIRA, 2014; GONCALVES et al., 2019;
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RUTKOSKI et al., 2020). A espécie P. gracilis ou ra-chorona ¢ normalmente encontrada no
sul do Brasil, Uruguai e Argentina (FROST, 2021). Reproduz-se nos meses de setembro a
marco em ambientes 1énticos, no qual as fémeas depositam seus ovos em ninhos de espumas
(BORGES-MARTINS et al., 2007). Essa espécie nao consta nas listas de espécies ameacadas
de extingdo, gracas a sua ampla distribuicdo e sua tolerancia a diferentes habitats (IUCN, 2021),
e ¢ considerada bioindicadora (MACAGNAN, 2018; VANZETTO et al., 2019; HEREK et al,,
2020).

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade aguda e o potencial genotoxico dos agrotdxicos picloram,

imidacloprido e do clorotalonil em girinos de Physalaemus gracilis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a concentracdo letal média (CLso) do picloram, imidacloprido e do

clorotalonil em girinos de P. gracilis;

e Determinar a existéncia ou ndo da inducao de micronucleos e ANEs em P. gracilis ap6s
a exposicao aos trés tipos de agrotdxicos;

e Verificar se existe diferenga no potencial genotdxico nas concentragdes agudas testadas;

e Realizar a andlise de risco ecoldgico.
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3 METODOLOGIA

3.1 AGROTOXICOS

Para os ensaios de toxicidade aguda foram utilizadas as formulagdes comerciais do
herbicida Picloram Padron (concentrado soluvel (SL)), do inseticida Imidacloprid Nortox
(suspensao concentrada (SC)) e o fungicida Clorotalonil Previnil (suspensao concentrada (SC))
(Tabela 1).

Como caracteristicas quimicas, o picloram (4-amino-3,5,6- trichloropyridine-2-
carboxylic acid) (ANVISA, 2021) apresenta meia vida variando de 167 a 513 dias em pH 7 e
25°C de temperatura (USEPA, 1995), coeficiente de parti¢do carbono organico de 16 (CLOSE
et al., 1998), solubilidade em 4gua de 430 mg.L™! (25°C), coeficiente de parti¢io octanol-dgua
igual a 1,4 e pressdo de vapor de 6,16 x 107 mm Hg a 35°C (MANTOVANI, 2007) e constante
da Lei de Henry de 1,59 x 10° (LOURENCETTI et al., 2005).

0 imidacloprido (1-[(6-cloro-3-piridinil)metil]-N-nitro-2-imidazolidinimina)
(ANVISA, 2021) possui meia vida superior a 30 dias em pH 7 e temperatura 25 °C, coeficiente
de partigio carbono organico de 132 a 310, solubilidade em 4gua de 515 - 610 mg.L! (25%),
coeficiente de parti¢do octanol-agua igual a 3,7, pressdo de vapor de 1.0 x 107 mmHg (25°C) e
constante da Lei de Henry de 6,5 x 10 atm m=.mol! (COSTA, 2014; FOSSEN, 2006).

Clorotalonil (tetrachloroisophthalonitrile) (ANVISA, 2021) possui meia vida de
aproximadamente 44 horas em pH 7 e 25°C de temperatura (USEPA, 1999; MCMAHON et al.,
2012), coeficiente de particdo carbono organico igual a 5, apresenta solubilidade em agua de
0,80 mg.L!' (20°C), coeficiente de particio octanol-dgua igual a 2,88, pressdo de vapor de
7,63x10™* mPa a 25°C e apresenta constante da Lei de Henry de 1,4 x 107 atm m™.mol! (VAN
SCOY; TIEERDEMA, 2014).

A solugdo-estoque foi preparada no mesmo dia da realizacio do ensaio agudo. O
produto comercial foi diluido em agua destilada para obtengdo da solugdo-estoque com
concentracio de 500 mg.L™!. Essa solucdo foi utilizada na preparagio de todas as concentracdes

utilizadas no ensaio de toxicidade aguda, com o auxilio de micropipeta.
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Tabela 1 - Composic¢ao do picloram, imidacloprido e clorotalonil utilizados no ensaio agudo.

Agrotoxico Composicio dos Agrotoxicos
Equivalente acido Outros ingredientes
Picloram 240,00 g.L!
(Picloram, Sal 791,65 g.L'!

trietanolamina:388,30 g.L")

Imidacloprido 480,0 g.L! 728,4 g.L!

Clorotalonil 720,0 g.L! 605,2 g.L"!

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

3.2 ORGANISMO-TESTE

Para os ensaios de toxicidade aguda, utilizou-se como organismos teste girinos de

Physalaemus gracilis (Anura: Lepdodactylidae) (Figura 1).

Figura 1 - Girino de Physalaemus gracilis no estagio 25 de Gosner (1960), utilizados no

ensaio de toxicidade aguda.

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

As desovas de P. gracilis (Anura: Leptodactylidae) foram coletadas com menos de 24
horas de oviposi¢ao (Figura 2), em um charco dentro da Universidade Federal da Fronteira Sul-

UFFS, Campus Erechim- RS (Latitude: 27°43°46,11” Sul; Longitude: 52°16°54,40” Oeste).



16

Figura 2 - (A) Coleta das desovas, no charco da Universidade Federal da Fronteira Sul-

campus Erechim (B) Desovas na natureza contendo girinos de Physalaemus gracilis.

Fonte: (A) Elaborada pela Autora. (B) Felipe Pavan, 2021.

As desovas coletadas foram transportadas em sacos plasticos e imediatamente
conduzidas ao laboratorio de Ecologia e Conservagao da UFFS. Em seguida, foram colocadas
individualmente em aquarios com capacidade de 15 litros, previamente preparados com agua
de pogo artesiano declorada (Figura 3). A dgua dos aquéarios foi mantida na temperatura de 23°C
+ (2), pH na faixa de 7,0 £ (0,8), oxigénio dissolvido na faixa de 6,0 mg.L™! + (1), turbidez < 5,
condutividade = 649 + (25) uS.cm-1, dureza =3,57 mg.L"!, sédio =13,01 mg.L"!, ferro =0,564
mg.L! e niquel< 0,002 mg.L!. Os parametros de qualidade da 4gua foram monitorados
diariamente, a sala foi aclimatada a uma temperatura entre 25°C £ (2), com umidade relativa
entre 60 e 80% e iluminagao controlada (12/12 horas claro-escuro).

Os girinos foram alimentados a cada 24 horas com alimento completo para peixes
(Alcon Basic) contendo 45% de proteina bruta e com alface cozida. Os organismos nao
utilizados no ensaio foram devolvidos a natureza, no mesmo local de coleta.

Este estudo teve autorizag¢do de coleta pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade (ICMBio) sob n® 72719-1 e aprovagio do Comité de Etica para Uso de Animais
(CEUA/UFFS) sob protocolo n° 8706100919.
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Figura 3 - Desova de Physalaemus gracilis disposta em aquario de 15 litros no Laboratorio de

Ecologia e conservacao da Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Erechim.

Fonte: Elaborada pela Autora, 2021.

3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.3.1 Ensaio Agudo

O ensaio de toxicidade aguda para determinagdo da Concentragdo Letal Média (CL5o)
foi realizado com girinos no estagio de desenvolvimento 25, de acordo com Gosner (1960).
Neste estagio, os girinos possuem estrutura bucal adequada para alimentagdo (MCDIARMID;
ALTIG, 1999). O teste teve duracao padrao de 96 horas de acordo com o Protocolo ASTM
E729-96/2014 “Standard Guide for Conducting Acute Toxicity Tests on Test Materials with
Fishes, Macroinvertebrates, and Amphibians”. O ensaio foi realizado em unidades
experimentais, em triplicata. Cada unidade experimental foi um recipiente de vidro com

capacidade de 500 mL, contendo 10 girinos. As unidades experimentais receberam a solugao
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contendo 4agua declorada e a concentracdo de agrotoxico, ou somente dgua declorada no
controle, seguindo os mesmos parametros da dgua descritos no item 3.2.

Foram testadas seis concentragdes de cada agrotoxico, baseadas em dados encontrados
na literatura. As concentragoes testadas para o picloram foram baseadas no estudo com Rhinella
arenarum: 1,8; 3,0; 5,0; 10; 25 ¢ 50 mg.L' (LAJMANOVICH et al, 2013). Para o
imidacloprido as concentracdes testadas foram baseadas em ensaios preliminares com duas
espécies de anfibios, Rana N. Hallowel e Hypsiboas pulchellus, sendo elas: 5,0; 12,5; 50; 75;
100 e 200 mg.L™! (FENG et al., 2004; ARCAUTE et al., 2014). Para o clorotalonil testou-se as
concentragdes baseadas em estudo com larvas de anfibios de Xenopus laevis, Agalychnis
callidryas, Isthmohyla pseudopuma e Smilisca baudinii: 0,0005; 0,01; 0,025; 0,050; 0,10 ¢ 0,20
mg.L"! (YU et al,, 2013; MENDEZ et al., 2016).

Para a classificagdo da toxicidade aguda, utilizou-se a classificagdo da Globally
Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals (GHS, 2021), no qual os
compostos quimicos podem ser classificados em trés grupos depois de 96 horas de exposigao:
alta toxicidade (CLso<l1 mg.L™"), toxicidade moderada (CLso entre 1 ¢ 10 mg.L!) e baixa
toxicidade (CLso>10 mg.L).

As unidades experimentais foram cobertas com plastico parafilm a fim de evitar a
evaporacao da solu¢do e mantidas sob aeragdo constante (Figura 4). A mortalidade dos
individuos foi analisada a cada 24 horas, os mortos foram retirados e contabilizados. A
temperatura e oxigénio dissolvido da 4gua foram mantidos em 23°C+ (2) e 6+ (1) mg.L,
respectivamente, durante todo o periodo do ensaio. Os organismos ndo foram alimentados

durante o teste.



19

Figura 4 - Ensaio de toxicidade aguda com girinos de Physalaemus gracilis no Laboratorio de
Ecologia e Conservagdo da UFFS, campus Erechim. (A) picloram; (B) imidacloprido; (C)

clorotalonil.

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

3.3.2 Micronucleo e Anormalidades Nucleares de Eritrocitos

No final do ensaio agudo foram retirados aleatoriamente 10 girinos de cada
concentragdo e do controle, ou apenas os que sobreviveram das concentragdes, para a analise
do sangue através do teste do micronucleo. Foram analisadas somente concentragdes com
girinos vivos ao final do ensaio. Os girinos foram eutanasiados por anestesia dérmica com
lidocaina 5% (50 mg.g™!) de acordo com normas do (CONCEA, 2021). Foi retirada uma gota
de sangue de cada girino, com seringas descartaveis e solucao de heparina (5.000 UI). Foi
realizado o esfregago em laminas de microscopia esterilizadas. As ladminas foram colocadas
para secar em temperatura ambiente e depois coradas com corante hematologico Kit panotico
rapido (LABORCLIN). Esse Kit consiste em trés frascos de 500 ml contendo uma solugao de
triarilmetano (0,1%), solucdo de xantenos (0,1%) e uma solucdo de tiaxina (0,1%). O tempo de
imersdo das laminas foram 30, 30, 60 segundos respectivamente. As ldminas foram levemente

lavadas com agua destilada e postas para secar em temperatura ambiente e ao abrigo de luz.
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Foi analisada a presenca de micronucleos e anormalidades nucleares nos eritrocitos
através da contagem de 1.000 eritrdcitos de cada girino, com auxilio de microscdpio em objetiva
100X de acordo com (LAJMANOVICH et al., 2013; JING et al., 2017). As anormalidades
nucleares avaliadas foram: (1) Células Anucleadas; (2) Células com Apoptose; (3) Células
Binucleadas; (4) Célula com Broto/Bolha; (5) Células com Caridlise; (6) Células Entalhadas;
(7) Células Lobadas ¢ (8) Cé¢lulas Vacuolizadas (CARRASCO; TILBURY; MYRES, 1990;
FENECH, 2007, 2011; ARCAUTE et al., 2014).

3.4 ANALISE ESTATISTICA E RISCO ECOLOGICO

Os resultados do ensaio agudo para determinagdo da concentragdo letal média (CLso)
foram analisados através do método TSK- Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON; RUSSO;
THRUSTON, 1977) pelo software GBasic com 95% de significancia.

Para determinar as diferengas entre as concentragdes dos grupos foi realizada analise de
varidncia (ANOVA) seguida do teste de Tukey (p<0,05), utilizando o software GraphPad
Prism6. Os graficos foram confeccionados nos softwares Excel e no Graph Pad.

A avaliacdo de risco ecologico foi determinada através do quociente de risco agudo
(USEPA, 1998). O risco ecologico agudo foi calculado pela divisao da concentracio estimada
do contaminante (CEC) no ambiente pela concentracdo letal média (CLso) calculada para cada
um dos agrotoxicos testados (CEC/CLso). A CEC foi obtida a partir da literatura, como sendo
a maxima concentracao estimada do agrotdxico no ambiente. Para o picloram, a CEC estimada
foi de 0,5 mg.L"!, baseada no limite estabelecido pela EPA (HAMILTON et al., 2003). Para o
imidaclorpido e clorotalonil a CEC estabelecida foi de 0,3 e 0,18 mg.L™!, respectivamente,
baseadas na Portaria n°® 320/2014 do Rio Grande do Sul.

Apo6s o célculo do quociente de risco agudo, esse foi comparado com o nivel de
preocupacao da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 1998) através
do nivel de preocupacdo. No risco agudo o valor de referéncia do nivel de preocupagdo ¢ 0,5,
logo se o valor do quociente de risco agudo for maior que 0,5 € considerado risco agudo para a

espécie estudada.
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4 RESULTADOS
4.1 TOXICIDADE AGUDA

A CLso de picloram para girinos de P. gracilis foi de 15,81 mg.L!, mas ndo foi possivel
calcular os intervalos de confianga, pois a mortalidade ocorreu somente nas ultimas
concentragdes nas primeiras 24 horas de exposicdo (e ter sido de 100%). A CLso de
imidacloprido foi de 69,20 mg.L! (+95%= 59,46; -95%= 80,54), ¢ em 24 horas de exposi¢io
ocorreu mortalidade nas concentra¢des de 75, 100 e 200 mg.L"! , sendo que nessa ultima
concentracdo ocorreu a maior taxa de mortalidade dos girinos . Para o clorotalonil a CL5s¢ foi
de 0,036 mg.L ! (+95%=0,032; -95%= 0,041), a mortalidade passou ocorrer a partir de 72 horas
de exposi¢do nas concentragdes de 0,025, 0,05, 0,1 e 0,2 mg.L! | sendo nas duas ultimas
concentragdes a maior incidéncia de mortes. Os dados estdo apresentados na Tabela 2 e Figura

5.

Tabela 2 - Mortalidade de girinos Physalaemus gracilis expostos a formula¢do comercial do,

herbicida picloram inseticida imidacloprido e fungicida clorotalonil no ensaio agudo.

Agrotoxico Concentracio Mortalidade Mortalidade Mortalidade
(mg.L") total (%)
24h 48h 72h 96h
0 0 0 0 0 0 0,0
Picloram 1.8 0 0 0 0 0.0
3,0 0 0 0 0 0 0,0
5,0 0 0 0 0 0 0,0
10 0 0 0 0 0 0,0
25 30 0 0 0 30 100
50 30 0 0 0 30 100
0 0 0 0 0 0 0,0
5 0 0 0 0 0 0,0
Imidacloprido 12,5 0 1 0 0 1 3,3
50 0 3 0 0 3 10,0
75 6 6 2 0 14 46,7
100 17 7 2 0 26 86,7
200 30 0 0 0 30 100
0 0 0 0 0 0 0,0
0,0005 0 0 0 0 0 0,0
Clorotalonil 0,01 0 0 0 0 0 0,0
0,025 0 0 1 2 3 10,0
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0,05 0 0 24 1 25 83,3
0,1 0 0 30 O 30 100
0,2 0 0 30 O 30 100

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Figura 5 - Mortalidade cumulativa (%) de girinos de Physalaemus gracilis expostos a

diferentes concentragdes do: (A) picloram). (B) imidacloprido. (C) clorotalonil no ensaio

agudo.
Picloram (mg.L")
100,00
——0 A
~ 80,00 -~ 1,8
X
< ——3
60,00
= —5
=
S 40,00 - —*=10
o
§ 25
20,00 50
0,00 i : ik : ik : ik : il
0 24 48 72 96
Tempo exposicio (horas)
Imidacloprido (mg.L")
100,00
——0 B
S 80,00 +
§ 5
—A—12
< 60,00 - &
S —<—50
g 40,00 B 75
(=]
S 20,00 100
200
0,00 s é 1 % 1 ‘;

0 24 48 72 96

Tempo de exposicio (horas)



23

Clorotalonil (mg.L")
C
10000 .  ——0
0,0005
80,00 -
S —A—0,01
N’
%; 60,00 - —<—0,025
= —%—0,05
S 40,00 | '
s 0,1
= 20,00 -
’ 0,2
000 - W ;;{‘i/:
0 24 48 72 9%

Tempo de exposicao(horas)

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

4.2 MICRONUCLEO E ANORMALIDADES NUCLEARES DE ERITROCITOS

Foram avaliados 50.000 eritrocitos de P. gracilis expostos a picloram, 54.144 eritrdcitos
expostos a imidacloprido e 45.119 eritrdcitos expostos a clorotalonil. Com relagdo a ocorréncia
de microntcleo nos eritrocitos, houve diferenga significativa nos girinos expostos a 10 mg.L!
de picloram (F445=5,41, p=0,001, Tukey = p<0,05; ), em 50, 75 ¢ 100 mg.L"! de imidacloprido
(Fsas = 43,47, p < 0,0001, Tukey = p< 0,05) e em 0,0005, 0,010, 0,025 e 0,05 mg.L" de
clorotalonil (Fs433 = 13,00, p< 0,0001; Tukey = p<0,05) (Figura 6).
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Figura 6 - Micronucleos detectados em girinos de Physalaemus gracilis expostos a diferentes

concentragdes de: (A) picloram; (B) imidacloprido; (C) clorotalonil.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Das oito anormalidades avaliadas além do micronucleo, foram encontradas cinco nos
girinos expostos ao picloram, seis nos expostos ao imidacloprido e cinco nos expostos ao
clorotalonil (Figura 7 e Tabela 3).

A andlise conjunta de todas as anormalidades nucleares registradas nos girinos,
incluindo o micronucleo, mostrou que as quatro concentragdes avaliadas de Picloram (1,8; 3; 5
e 10 mg.L!; Fa45 = 8,35, p < 0,0001, Tukey = p<0,05) e de clorotalonil (0,0005; 0,010; 0,025
e 0,05 mgL"'; Faao = 37,42, p < 0,0001, Tukey = p<0,05) causaram anormalidades

significativas. No imidacloprido, foram avaliadas cinco concentracdes, € a presenca de
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anormalidades nucleares foi significativa nas trés maiores concentragdes (50, 75 ¢ 100 mg.L™!;

Fs.48=155,73, p <0,0001, Tukey = p<0,05) (Figura 8).

Figura 7 - Micronucleo e Anormalidades Nucleares de eritrocitos de girinos Physalaemus
gracilis expostos ao ensaio agudo. (A) Células com nucleos normais; (B) Célula com
Microntcleo; (C) Células com Apoptose; (D) Célula Binucleada; (E) Célula com Bolha ou
Broto Nuclear; (F) Célula com Caridlise; (G) Célula Lobada; (H) Célula Entalhada;

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Figura 8 - Anormalidades Nucleares detectadas em em girinos de Physalaemus gracilis

expostos a diferentes concentragdes de: (A) picloram; (B) imidacloprido; (C) clorotalonil.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Cada anormalidade foi avaliada individualmente quanto a sua significancia em relagao
as concentragdes testadas para cada agrotoxico. Os resultados da ANOVA e teste de Tukey

podem ser observados no APENDICE A.
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Tabela 3 - Média + desvio padrao (minimo e maximo) de micronucleos e anormalidades nucleares de eritrocitos (ANE’s) em girinos
Physalaemus gracilis, encontradas no controle e nas concentragdes, apds exposi¢cdo a formulagcdo comercial do herbicida picloram, inseticida
imidacloprido e fungicida clorotanil, no ensaio agudo. *Significativo em relacdao ao controle pelo teste de Tukey (p<0,05).

Numero de Células ANEs
Agrotoxico  Concentracio Analisadas
(mg.L7) Micronucleo Apoptose Binucleada  Bolha  Cariodlise Entalhada Lobada
0,4£0,52 0,6£0,85 4,652 332,63
0 10.000 0] 0 0 02) 0 o8, 0.9,
1,7+1,06 0,8+1,13 3,1%1,10% 9,7+4 1,147,31%
1.8 10.000 (0-3) 0 (0-3) (2-5) 0 (4-16) (3-22)
Picloram ; 10,000 2,141,29 0,3+0,67 1,541,08  2,6+1,58* . 12,142,902  11,943,07*
: (0-4) (0-2) (0-3) (0-5) (7-16) (7-16)
5 10.000 204123 030,67  19+1,60%  2,7+2.11* . 13,145,61%  12,8+5,69%
: (1-4) (0-2) (0-5) (0-6) (3-21) (5-20)
3,642,76* 1,542,17 340,47 18,147,00%  15,4+8,70*
10 10.000 (1-9) 0 (0-6) (2-4) 0 (10-29) (5-28)
0,1£0,32 0,1£0,32 050,71 0,5:0,85
0 10.000 01 0 0 1) 0 02) 02)
0,3+0,48 3,543,37 5043,19 554381
5 10.000 -1 0 0 (0-10) 0 (1-11) (0-11)
0,7+0,82 0,4+0,52 2,142,02 534452  8,6+4,95%
Imidacloprido 12,5 10.052 (0-2) 0 (0-1) (0-6) 0 (1-14) (2-17)
5 10,019 1,8+0,79% 0,3+0,67 0,7+0,82 7,146,37* . 12347,16%  13,146,71%
: (1-3) (0-2) (0-2) (0-16) (3-24) (5-24)
2,0+2,02% 0,9+0,74 4,5+2.95 14,548 26% 13,748 47*
75 10.073 (0-6) 0 (0-2) (0-9) 0 (3-29) (3-31)
100 4000 3,3+4,30% 0,6£135%  1,8£2,78%  104+13,57% 03+0,67*  17,7422.88% 18,1423 5*
: (0-9) (0-2) (0-8) (0-30) (0-2) (0-46) (0-50)
0,1£0,32 2,651,26 203079 2,5:1,72
0 10.013 01 0 0 s 0 03) 0-6)
1,240,63* 0,3+0,67 504413 04+4097%  93+134%  §3+3,04%
0,0005 10.071 (1-3) 0 (0-2) (1-15) (0-3) (8-12) (0-13)
Clorotalonil 1,1£0,99 1+1,50 4,4+2,32 10,3+£3,68* 10,7+4,69*
0,01 10.005 (0-3) 0 (0-4) (1-8) 0 (5-17) (4-19)
2,141,10% 0,9+1,52 2,541,27 14,54127%  13,843,29%
0,025 10.030 (1-4) 0 (0-5) (2-6) 0 (12-16) (8-19)
2,4+0,55* 140 484259 1942.34% 142,91
0,05 3-000 (2-3) 0 (1-1) (2-8) 0 (16-21) (10-17)

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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4.3 ANALISE DE RISCO ECOLOGICO

Nao houve risco agudo para o picloram e para imidacloprido visto que o valor do
coeficiente de risco agudo foi inferior ao de preocupagdo estabelecido (Tabela 6). Ja para o
clorotalonil, o risco agudo calculado foi superior ao valor de referéncia (0,5) indicando que o

agrotoxico confere potencial risco agudo para a espécie testada.

Tabela 4 - Avaliagdo de risco ecoldgico agudo para girinos de Physalaemus gracilis expostos

aos trés agrotoxicos no ensaio agudo.

Agrotoxico CEC CL50 Coeficiente risco
(mg.L") (mg.L1") agudo
Picloram 0,5 15,81 0,03
Imidaclorpido 0,3 69,20 0,004
Clorotalonil 0,18 0,03662 5

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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5 DISCUSSAO

A formulagdo comercial testada do herbicida picloram e inseticida imidacloprido
apresentaram baixa toxicidade aguda para girinos de Physalaemus gracilis, ja o fungicida
clorotalonil apresentou alta toxicidade aguda, segundo a classifica¢do da Globally Harmonized
System of Classification and Labelling of Chemical (GHS, 2021). De acordo com a
concentracdo letal, a ordem destes agrotoxicos do mais ao menos toxico para P. gracilis foi
clorotalonil — picloram-imidacloprido.

Em anfibios foram registrados diversos valores de toxicidade aguda para esses
agrotoxicos, demonstrando diferengas de sensibilidade entre espécies para esses principios
ativos, mas seguem a mesma ordem de toxicidade encontrada para P. gracilis. Em estudos
realizados, clorotalonil foi o mais toxico desses agrotoxicos, pois apresentou alta toxicidade
para Agalychnis callidryas, com CLso.96 de 0,026 mg. L}, para Isthmohyla pseudopuma com
0,025 mg.L"! e para Smilisca baudinii com 0,032 mg.L"' (MENDEZ et al., 2016). Picloram foi
o segundo mais toxico, pois demonstrou baixa toxicidade para Boana pulchella, com uma CLso.
ashde 16,5 mg.L! (RIERO, 2019) e alta toxicidade para Rhinella arenarum, com valor de CLso-
ash de 0,025 mg. L' (LAIMANOVICH et al., 2013). Imidacloprido apresentou baixa toxicidade
aguda para Boana pulchella, com CLso.96 de 84,91 mg.L"! (ARCAUTE et al., 2014) e para
Fejervarya limnocharis e Rana N.Hallowel com CLso.os de 82 mgL! e 129 mgL’,
respectivamente ( FENG et al., 2004).

Além da mortalidade, a exposi¢do dos organismos aquaticos a substancias quimicas
pode causar danos genéticos € cromossomicos, através do aumento da frequéncia de
micronucleos em células do sangue de organismos bioindicadores (RODRIGUES, 2006). Os
trés agrotoxicos testados induziram micronucleos em P. gracilis. A menor concentracdo de
clorotalonil analisada (0,0005 mg.L™! ) foi significativa para micronicleos, sendo que a maior
taxa de microntcleos foi encontrada em 100 mg.L! de imidacloprido, uma concentragdo onde
sobreviveram apenas quatro girinos ao final do ensaio, o que corrobora com a toxicidade deste
inseticida em altas concentragoes.

Além do microntcleo, todas as concentragdes avaliadas para os trés agrotdxicos,
apresentaram outras anormalidades nucleares. Quando analisadas em conjunto, todas as
concentragdes de picloram e clorotalonil avaliadas induziram anormalidades nucleares, ou seja,
picloram foi genotoxico para P. gracilis a partir de 1,8 mg.L! e clorotalonil a partir de 0,0005
mg.L!. Imidacloprido foi genotoxico a partir de 50 mg.L!, em trés das cinco concentragdes

avaliadas. Um aumento da frequéncia de anormalidades nucleares pode se indicativo das
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consequéncias de micronucleos nas células avaliadas (AMARAL et al., 2018). A inclusao de
diferentes anormalidades na avaliagdo da genotoxicidade mostra uma sensibilidade maior nas
espécies, quando comparada somente ao micronticleo (HEREK et al, 2021).

A genotoxicidade ¢ uma ferramenta muito Util para avaliagdo do comportamento de
compostos tdxicos, como os agrotoxicos quando inseridos no ambiente aquatico (POLLO et
al., 2015). A presenca de micronucleos indica que esse composto modificou e induziu erros de
formacgao das células nesses organismos (FENECH, 2000; GONCALVES, 2015). Os resultados
de genotoxicidade encontrados para esses trés agrotoxicos, contribuem muito para essa
avaliagdo comportamental, pois quando um composto quimico modifica a funcionalidade de
um organismo ndo-alvo, esse vem a sofrer com efeitos adversos em sua estrutura, como relatado
nesse estudo para girinos de P.gracilis.

Das trés classes de agrotdxicos usadas no ensaio, o clorotalonil foi o que demonstrou
maior risco de toxicidade aguda para a espécie de anfibio estudada. Na andlise de risco
ecoldgico o coeficiente de risco agudo calculado para o clorotalonil, foi superior ao valor de
referéncia (USEPA, 1998), indicando que esse agrotoxico confere risco agudo para a espécie.
O clorotalonil ¢ um fungicida organoclorado que pode ser facilmente encontrado em aguas
superficiais e sedimentos (THOMAS; BROOKS, 2010).

As observacdes realizadas neste estudo permitem avaliar que altas concentracdes dos
trés agrotoxicos testados sdo genotoxicas para essa espécie de anfibio que ¢ muito comum no
Estado do Rio Grande do Sul. No Brasil, ndo h4 limites estabelecidos pelo Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA 357/2005) para esses trés agrotoxicos em aguas superficiais.
Para o picloram hd um limite estabelecido pela Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados
Unidos (USEPA) de 0,5 mg.L™! para 4gua potavel, j4 o imidacloprido e o clorotalonil sdo
mencionados na Portaria N° 320/2014 em Aguas para consumo Humano no Rio Grande do Sul
com limite de 0,3 mg.L"' para o imidacloprido e de 0,18 mg.L"! para o clorotalonil. O
clorotalonil ainda aparece na legislagio CONAMA 396/2008 que dispde sobre enquadramento
para aguas subterraneas, com valor maximo permitido de 0,0001 mg.L™! e na nova Portaria N°
888/2021 que dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da dgua
para consumo humano e seu padrio de potabilidade com um valor de 0,045 mg.L™! . As
concentragoes agudas de picloram e imidacloprido encontradas neste estudo sao maiores do que
as permitidas pela legislagdo, o que ¢ esperado, pois sdo altas concentracdes. Mas para
clorotalonil a toxicidade aguda encontrada esta abaixo do que ¢ permitido para dgua potavel no
Rio Grande do Sul e para a nova Portaria de 4gua para consumo humano, demostrando que esse

composto causa risco para a espécie em concentragdes mais baixas que as estabelecidas.
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As observacdes realizadas neste estudo, avaliaram os efeitos letais e mutagénicos em
uma espécie de anfibio demonstrando ter potencial bioindicador. Esses dados contribuem para
o avanco de pesquisas com outros organismos aquaticos bioindicadores susceptiveis a
contaminagdo por esses agrotoxicos (AMERICO-PINHEIRO, 2015; LOPES, 2017; SILVA,

2020), fornecendo debates sobre a toxicologia de agrotdéxicos em ambientes aquaticos.

6 CONCLUSAO

Nesse trabalho verificamos que a formulagao comercial do picloram e do imidacloprido
demonstraram baixa toxicidade aguda para os girinos de P. gracilis, ja o clorotalonil foi
altamente toxico e oferece risco ecoldgico agudo para a espécie. Os trés agrotdxicos
demonstram potencial genotdxico, apresentando micronucleos e outras anormalidades
nucleares de eritrocitos. Isso demonstra a importancia de estudos envolvendo a toxicologia de
agrotoxicos e como seus efeitos adversos podem afetar organismos nao-alvo que se tornam
vulneraveis no ambiente aquatico, como essa espécie de anfibio que ¢ muito comum no sul do

Brasil.
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APENDICE A - Resultados da ANOVA e teste de Tukey para as anormalidades

nucleares de eritrdocitos encontradas em girinos de Physalaemus. gracilis.

- Anormalidade Valor de Valor de p Significativo
Agrotoxico nuclear (ANE) Valor de F (Tukey) paraa
(ANOVA) y concentracio
Binucleada F445=2,90 p=0,032 p <0,05 5
Entalhada F445=10,79 p<0,0001 p<0,01 3;5e10
Picloram Bolha/Broto F445=7,15 p=0,0002 p<0,01 1,8;3;5;10
Lobada F445=5,81 p=0,0007 p<0,05 1,8;3;5;10
Apoptose Fa4s=1,48 p=0,2236 - -
Binucleada F5438=19,32 p<0,0001 p<0,0001 100
Entalhada Fs45=44,82 p<0,0001 p<0,0001 50; 75 e 100
Bolha/Broto Fs43=33,76 p<0,0001 p<0,01 50 e 100
Imidacloprido  Lobada  Fs—4085 p<00001 p<005 O >HI€
Caridlise Fs4s=7,27 p<0,0001 p<0,0001 100
Apoptose Fs43=15,34 p=0,0006 p<0,05 100
Binucleada Fs40=1,73 p=0,1617 - -
B 0,0005; 0,010;
Entalhada F4.40=179,7 p<0,0001 p<0,0001 0,025 ¢ 0,05
Clorotalonil Bolha/Broto F4,40=2,30 p=0,075 - -
B 0,0005; 0,010;
Lobada F4.40=16,50 p<0,0001 p <0,05 0,025 ¢ 0,05
Caridlise F 440=5,18 p=0,0018 p<0,05 0,0005

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.



