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Resumo

Os agrotoxicos exercem importantes fun¢Ges na producdo agricola garantindo formas mais
econémicas de plantio e colheita com o aumento da produtividade, qualidade e reducdo de
perdas. Apesar de resultar em beneficios para o produtor, seu uso irracional e aplicacéo
exacerbada tornaram-no a principal fonte de contaminantes organicos, levando altas
concentragfes de residuos de pesticidas para o meio ambiente. Dentre o0s agrotoxicos,
destacam-se o glifosato e o fipronil, que sdo frequentemente utilizados conjuntamente no
Brasil e sdo suscetiveis a causar efeitos indesejaveis, sobretudo em ecossistemas hidricos.
Dentre 0s possiveis organismos ndo alvo, os répteis aquaticos, sobretudo os Testudines,
representam uma das ordens de animais que estdo indiretamente afetadas pela aplicacdo dos
agrotoxicos. Nesse contexto, objetivou-se investigar os potenciais efeitos toxicos de diferentes
concentracdes de glifosato e/ou fipronil em embrides e neonatos de Podocnemis expansa
expostos a substrato contaminado durante incubacao artificial. Apds a exposic¢éo, foi realizada
a avaliacdo de multiplos biomarcadores por meio da anélise de viabilidade de ovos, biomassa
corporea, malformacdes Osseas, bromatologia das cascas dos ovos, mutageneicidade,
histopatologia hepatica e cerebral de embries ou neonatos de P. expansa. Para tal fim, ovos
coletados no ambiente natural foram incubados artificialmente em areia umedecida com agua
contendo glifosato Atar 48 nas concentragbes de 65ug/L ou 6500ug/L e fipronil Regent
800WG a 4ug/L ou 400ug/L, ou a associagdo de ambos os agrotdxicos. A exposicdo
combinada se deu a partir de 65ug/L de glifosato e 4ug/L de fipronil e 6500ug/L de glifosato
com 400ug/L de fipronil. Os resultados do presente estudo demonstram que a exposicdo aos
agrotoxicos testados, isoladamente ou em combinacdo, interferem no crescimento
embrionario de P. expansa, bem como induz malformacdes dsseas no anel ossicular escleral.
Com relacdo a bromatologia, a exposicdo aos pesticidas ocasionou reducdo do teor de
umidade e proteina bruta e aumento nos niveis de extrato etéreo da casca dos ovos. Alteracbes
de microndcleo, demais anormalidades nucleares eritrocitarias e histopatoldgicas de figado e
encéfalo evidenciaram danos mutagénicos, hepatdxicos e neurotdxicos em neonatos de P.
expansa. Essas descobertas ressaltam o potencial risco ecotoxicolégico das formulacGes
comerciais de glifosato e fipronil sobre a biologia da espécie estudada, reforcando a
importancia da inclusdo dos Testudines nos testes de risco ambiental causados por
agrotoxicos.

Palavras-Chave: Anormalidades eritrocitarias, bromatologia, ecotoxicologia, malformacoes,

histopatologia.



Abstract

Pesticides play important roles in agricultural production, ensuring more economical ways of
planting and harvesting with productivity and quality increasing and reduced losses. Despite
resulting in benefits for the producer, its irrational use and exacerbated application made it the
main source of organic contaminants, taking high concentrations of pesticide residues into the
environment. Among pesticides, glyphosate and fipronil stand out, which are often used
together in Brazil and are susceptible to causing undesirable effects, especially in water
ecosystems. Among the possible non-target organisms, aquatic reptiles, especially Testudines,
represent one of the animals orders that are indirectly affected by the application of pesticides.
In this context, the objective of this work was to investigate the potential toxic effects of
different concentrations of glyphosate and/or fipronil on Podocnemis expansa embryos and
neonates exposed to contaminated substrate during artificial incubation. After exposure,
multiple biomarkers were evaluated by analyzing the viability of eggs, body biomass, bone
malformations, egg shell bromatology, mutagenicity, hepatic and cerebral histopathology of
P. expansa embryos or neonates. For this purpose, eggs collected in the natural environment
were artificially incubated in sand moistened with water containing glyphosate Atar 48 at
concentrations of 65ug/L or 6500ug/L and fipronil Regent 800WG at 4ug/L or 400ug /L, or
the association of both pesticides. The combined exposure was from 65ug/L of glyphosate
and 4pug/L of fipronil and 6500ug/L of glyphosate with 400ug/L of fipronil. The results of the
present study demonstrated that exposure to the tested pesticides, alone or in combination,
interfered with the embryonic growth of P. expansa, as well as inducing bone malformations
in the scleral ossicular ring. Regarding bromatology, exposure to pesticides caused a
reduction in the moisture and crude protein content and increased the levels of ether extract
from the eggshells. Micronucleus alterations, other nuclear erythrocyte and histopathological
abnormalities of the liver and brain showed mutagenic, hepatotoxic and neurotoxic damage in
neonates of P. expansa. These findings highlighted the potential ecotoxicological risk of
commercial formulations of glyphosate and fipronil on the biology of the studied specie,
reinforcing the importance of including Testudines in tests for environmental risk caused by
pesticides.

Keywords: Erythrocyte abnormalities, bromatology, ecotoxicology, malformations,

histopathology.
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Formula estrutural do Glifosato. Fonte: ANVISA.

Forma estrutural do Fipronil. Fonte: ANVISA.
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20

Area de reproducdo de Podocnemis expansa. 1- Em destaque a 46

localizagdo do Rio Araguaia, GO e da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU, MG), onde os ovos foram coletados e incubados, respectivamente.
Distancia entre os pontos de 854km. 2 - Area de Protecio Ambiental
Meandros do Rio Araguaia, e identificadas por letras, as praias de
nidificacdo da espécie. Fonte: Foto de satélite (GOOGLE) e
ICMBio/MMA, Brasil, 2021.

Imagem esquematica do anel ossicular escleral de Testudines: A) Anel
ossicular escleral formado por vérios ossiculos da esclera (so) com suas
bordas sobrepostas (ov) aos ossiculos adjacentes. B) Anel ossicular com
presenca de malformagdes de auséncia de ossiculo (ao), formato irregular

(is), fusdo de ossiculos (fo) e ossiculo rudimentar (r).

Viabilidade de ovos de Podocnemis expansa expostos ou ndo ao glifosato
e fipronil (isoladamente ou em combinacgdo) em incubacéo artificial. Os
tratamentos ndo diferem significativamente ao nivel de 0,05 pelo Teste
Binomial: duas proporgdes. Tratamentos: G1- glifosato 65ug/L; G2-
glifosato 6500ug/L; F1- fipronil 4ug/L; F2- fipronil 400ug/L; GF1-
glifosato 65ug/L associado ao fipronil 4ug/L; GF2- glifosato 6500ug/L
associado ao fipronil 400ug/L.

Biomassa corporal, em gramas (g), de embrifes de Podocnemis expansa
expostos ou ndo ao glifosato e fipronil (isoladamente ou em combinagéo)
em incubacdo artificial. Os tratamentos com letras distintas diferem
significativamente a 0,05 pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn.
Tratamentos: G1- glifosato 65ug/L; G2- glifosato 6500ug/L; F1- fipronil
4ug/L; F2- fipronil 400ug/L; GF1- glifosato 65ug/L associado ao fipronil
4ug/L; GF2- glifosato 6500ug/L associado ao fipronil 400ug/L.

EmbriGes de Podocnemis expansa expostos ao glifosato e fipronil durante
a incubacdo artificial, diafanizados por KOH e corados de vermelho de
alizarina (0ssos). (A) e (B) Grupo controle, individuo em estagio 26; (C)
e (D) Grupo glifosato 6500 pg/L; (E) e (F) Grupo fipronil 400 pg/L e (G)
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Figura 3-5:

Figura 3-6:

Figura 3-7:

e (H) Grupo glifosato 6500 pg/L associado ao fipronil 400 pg/L. (C-H)
Individuos em estdgio 21. Vista ventral e dorsal, respectivamente.
Destaque para o retardo na ossificagdo das fontanelas cranial (Fcr) e
caudal (Fca) dos grupos expostos aos agrotoxicos (C, E, G) em
comparagdo com individuo do grupo controle (A). Fusdo dos 0ss0s
costais (Co) e neurais (Ne) presentes no individuo do grupo controle (B) e
ausentes nos demais individuos dos grupos tratados (D, F, H). Ossos
nucais (Nu) e periféricos (Pr) desenvolvidos no individuo do grupo
controle (B) e retardatarios nos demais individuos dos grupos tratados (D,
F, H). Escala 5mm.

Retardo no desenvolvimento 6sseo de Podocnemis expansa expostos ao
glifosato e fipronil durante incubacéo artificial, diafanizados por KOH e
corados de vermelho de alizarina (0ssos). (A, B e C) Individuos Controle;
(D, E e F) Individuos Tratados. (D) Ossifica¢do nos 0ssos do cranio com a
presenca da fontanela (seta) no embrido do grupo tratado exposto ao
glifosato 6500pug/L associado ao fipronil 400ug/L; (E) Membros toracicos
esquerdos com destaque para 0s 0ssos do carpo ainda em inicio de
desenvolvimento (seta) em grupo exposto ao fipronil 4pg/L. (F) Membros
pelvinos direitos com destaque para 0s 0ssos do tarso em estagio
retardatario de desenvolvimento (seta) em grupo exposto ao glifosato

6500pg/L associado ao fipronil 400ug/L. Escala 5mm.

Ossiculos esclerais de embriGes de Podocnemis expansa expostos a
agrotoxicos durante incubacéo artificial. Analise macroscépica. (A) Grupo
controle; (B) e (C) Grupo glifosato 65ug/L e 6500ug/L, respectivamente;
(D) Grupo fipronil 4ug/L; (E) e (F) Grupo fipronil 400ug/L; (G) e (H)
Grupo glifosato 65ug/L associado ao fipronil 4ug/L; e (1) Grupo glifosato
6500ug/L associado ao fipronil 400ug/L. Observa-se a presenca de: ov —
sobreposicdo de ossiculos (A); r - ossiculos rudimentares (B, C, D); ao -
auséncia de ossificagdo (D e F); fo - fusdo dos ossiculos (E); is - formato

irregular (G, H e I). Escala 1mm.

Cortes histolégicos da esclera de embrides de Podocnemis expansa
expostos a agrotoxicos durante incubacgdo. (A) Grupo controle; (B) Grupo
glifosato 65ug/L; (C) Grupo glifosato 6500ug/L (D) Grupo fipronil
4pg/L; (E) Grupo fipronil 400pg/L. As setas apontam para malformagoes.

Observa-se a presenca de: os — ossiculos (A e B), ov - sobreposicdo de
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Figura 5-1:

Figura 5-2:

Figura 5-3:

Figura 5-4:

ossiculos (A e B), ao — auséncia de ossificacdo (B e D), fo- fusdo dos
ossiculos (C e E), r- ossiculo rudimentar (D). Coloracdo realizada por
Hematoxilina e Eosina. Escala de 200um.

Anormalidades nucleares eritrocitéarias identificadas em neonatos P.
expansa expostos ou ndo ao glifosato e fipronil, isoladamente ou em
combinagédo, em incubagéo artificial. A- Fotomicrografia representativa
dos eritrocitos; B- Eritrécito normal; C- Nucleo com brotamento; D-
Eritrdcito binucleado; E- Nucleo reniforme; F- Constricdo simétrica; G-
Constricdo assimétrica; H- Nucleo multilobado; 1- Nucleo deslocado; J-
Nucleo entalhado; K- Nucleo deslocado; L- Eritrocito micronucleado.

Escala: 60pum.

Frequéncia total de anormalidades nucleares eritrocitarias em neonatos de
Podocnemis expansa expostos ou ndo ao glifosato e fipronil, isoladamente
ou em combinacdo, em incubacéo artificial. As barras indicam a média +
erro padrdo. Os tratamentos com letras distintas diferem
significativamente a nivel de 5% pelo teste de Kruskal-Wallis com
comparagdes entre duas amostras utilizando o teste de Mann-Whitney.
Tratamentos: G1- glifosato 65ug/L; G2- glifosato 6500ug/L; F1- fipronil
4ug/L; F2- fipronil 400ug/L; GF1- glifosato 65ug/L associado ao fipronil
4ug/L; GF2- glifosato 6500g/L associado ao fipronil 400ug/L.

AlteracOes estruturais teciduais em figado de neonatos de Podocnemis
expansa expostos ou ndo ao glifosato e fipronil, isoladamente ou em
combinagéo, em incubag&o artificial. De acordo com a histopatologia no
tecido, foi categorizado quatro estadgios de alteragdes: tecidos sem
alteracdo (1), alteracdo discreta (2), alteracdo moderada (3) e alteracdo
acentuada (4). As barras indicam a média + erro padrdo. Os tratamentos
com letras distintas diferem significativamente a 0,05 pelos testes de
Kruskal-Wallis e Dunn. Tratamentos: G1- glifosato 65ug/L; G2- glifosato
6500ug/L; F1- fipronil 4pg/L; F2- fipronil 400ug/L; GF1- glifosato
65pg/L associado ao fipronil 4ug/L; GF2- glifosato 6500pg/L associado
ao fipronil 400ug/L.

AlteracOes histolégicas em figado de neonatos de Podocnemis expansa
expostos ou ndo ao glifosato e fipronil, isoladamente ou em combinagéo,
em incubacéo artificial. (A) e (B) - Congestdo nos vasos (setas) no grupo

F2 (fipronil 400ug/L) e GF1(glifosato 65ug/L associado ao fipronil
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Figura 5-5:

Figura 5-6:

4ug/L), respectivamente. (C) e (D) - Infiltrado inflamat6rio com presenca
de heterdfilos (asteriscos) no grupo F1 (fipronil 4ug/L) e F2 (fipronil
400ug/L), respectivamente. Escala: (A) e (C) 300um; (B) e (D) 200um.

AlteracBes estruturais teciduais em encéfalo de neonatos de Podocnemis
expansa expostos ou ndo ao glifosato e fipronil, isoladamente ou em
combinagéo, em incubag&o artificial. De acordo com a histopatologia no
tecido, foi categorizado quatro estagios de alteracdes: tecidos sem
alteracdo (1), alteracdo discreta (2), alteracdo moderada (3) e alteracdo
acentuada (4). As barras indicam a média + erro padrdo. Os tratamentos
com letras distintas diferem significativamente a 0,05 pelos testes de
Kruskal-Wallis e Dunn. Tratamentos: G1- glifosato 65ug/L; G2- glifosato
6500ug/L; F1- fipronil 4ug/L; F2- fipronil 400ug/L; GF1- glifosato
65ug/L associado ao fipronil 4ug/L; GF2- glifosato 6500ug/L associado
ao fipronil 400ug/L.

AlteracOes histoldgicas em encéfalo de neonatos de Podocnemis expansa
expostos ou ndo ao glifosato e fipronil, isoladamente ou em combinagéo,
em incubacao artificial. (A) e (B) - Congestao nos vasos (setas) no grupo e
GF2 (glifosato 6500ug/L associado ao fipronil 400ug/L). (C) e (D) -
Necrose (pontas de setas) no grupo F2 (fipronil 400ug/L). Escala: (A) e
(C) 300um e (B) e (D) 200um.
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Tabela 3-1:

Tabela 4-1:

Tabela 5-1:

Lista de Tabelas

Total, média, desvio padrdo (DP), erro padrdo (EP), p-valor e o valor do
teste de Kruskal-Wallis (H-valor) da frequéncia de malformagdo em
ossiculos esclerais de Podocnemis expansa expostos ou nao - in ovo - ao

glifosato e fipronil (isoladamente ou em combinacao).

Média e desvio padrdo, em porcentagem, da composicdo quimica de
cascas de ovos de Podocnemis expansa expostos aos agrotoxicos
glifosato, fipronil, isolados ou em associa¢do, durante a incubacdo

artificial.

Frequéncia (média % erro padrdo) de micronicleos e outras anormalidades
nucleares eritrocitérias evidenciadas em recem-eclodidos de Podocnemis
expansa expostos ou nao - in ovo - ao glifosato e fipronil (isoladamente ou

em combinacao).
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Capitulo 1 - Introdugéo Geral

1.1. Agrotoxicos

Os agrotoxicos exercem importantes fungdes na producéo agricola, permitindo formas
mais econdmicas de plantio e colheita, aumentando a qualidade, as safras e reduzindo perdas
durante estocagem e transporte (HAYES JR., 1991; ZHANG et al., 2019; FERNANDES et
al., 2020). Com o intenso crescimento agricola a partir da década de sessenta, determinadas
culturas tornaram-se dependentes destas substancias (VALDES, 2010). No entanto, apesar do
uso de agrotoxicos ter proporcionado um aumento da producdo de alimentos e reducdo de
perdas (ZHANG et al., 2019), seu uso irracional e aplicacdo exacerbada tornaram-no a
principal fonte de contaminantes organicos, levando altas concentracbes de residuos de
pesticidas para o meio ambiente (MILLER et al., 2019). Em sua aplicacdo nas lavouras, cerca
de 99% dos pesticidas ministrados ndo sdo absorvido pelas plantas, dispersando pelo
ambiente e infiltrando-se no solo e nas aguas subterraneas e contaminando direta ou
indiretamente organismos ndo-alvo (ZHANG et al. 2011; DE CASTRO LIMA et al., 2020).

O Brasil é considerado um dos grandes produtores agricolas mundiais e desde 2008, o
pais assumiu a colocacdo de maior consumidor de agrotoxicos do mundo (IBAMA, 2016;
ZHANG, 2018). Nos ultimos dez anos, 0 mercado brasileiro de agroquimicos cresceu 190%,
mais que o dobro do mercado mundial (cerca de 93%), evidenciando que o modelo de
agricultura desenvolvida atualmente no pais esta cada vez mais dependente dos produtos
fitossanitarios (SANTOS et al., 2021). Segundo boletim anual de 2020, o pais aprovou o
registro de 493 agrotdxicos anteriormente ndo certificados, sendo esse volume o maior
nimero ja documentado pelo Ministério da Agricultura (DIARIO OFICIAL DA UNIAO,
2021).

De acordo com a Norma Regulamentadora Rural (NRR) n° 5, acompanhada da Lei
Federal n® 7.802 de 11 de julho de 1989, sdo definidos como agrotdxicos os produtos e 0s
agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo
de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas; além de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da flora ou da fauna, a fim de
preservé-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos.

Agrotdxicos, pesticidas, defensivos agricolas, praguicidas sdo apenas algumas das

inimeras denominagdes relacionadas a um grupo de substancias quimicas utilizadas no
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controle de pragas animais e vegetais (FUNDACENTRO, 1998). Essas substancias quimicas
alcancam a &gua de rios e do mar por diversas vias, seja com 0 carreamento pelas chuvas e
pelo ar, por acidentes durante o0 uso de substancias toxicas em processos agricolas, ou por
lancamento de esgotos domesticos e efluentes industriais (ARIAS et al., 2007). A
vulnerabilidade desse ambiente depende de vérios fatores como as propriedades fisicas e
quimicas dos contaminantes, da concentracdo que chega ao ecossistema, se a descarga do
contaminante é pontual ou difusa, da localizacdo do ecossistema em relacdo ao ponto onde o
contaminante foi liberado e da capacidade dos organismos deste ecossistema de armazenar e
biotransformar estas substancias (AZEVEDO e CHASIN, 2003; MOZETO e ZAGATTO,
2006; IGNACIO, 2018).

Dentre os agrotoxicos, as classes utilizadas em maior volume sdo os herbicidas e 0s
inseticidas e dentre estes, destacam-se o glifosato e o fipronil, respectivamente (SIMON-
DELSO et al., 2015; BECKIE et al., 2020).

1.1.1. Glifosato

Os herbicidas representam o maior grupo de agrotoxicos utilizados, tanto em termos
de volume quanto em numero de classes quimicas e moléculas desenvolvidas (VALDES,
2010). Estes produtos tém alta susceptibilidade a causar impactos em ecossistemas aquaticos,
ja que tendem a apresentar maior solubilidade em &gua do que outros tipos de agrotéxicos
(HARTLEY et al., 2001).

O grande destaque na utilizacdo dos herbicidas € a participacdo do ingrediente ativo
glifosato, que representa 76% do total de herbicidas comercializados e 40% do total de
agrotoxicos utilizados na producéo agricola brasileira (CARNEIRO, 2015; DEMICHELLI et
al., 2020). Trata-se de uma substancia quimica cuja aplicacdo deve ocorrer em carater pos-
emergencial nas plantas invasoras das culturas de algodao, ameixa, arroz, banana, cacau, cafe,
cana-de-acucar, citros, coco, feijao, fumo, macd, mamao, milho, nectarina, pastagem, pera,
péssego, seringueira, soja, trigo e uva (SZEPANOWSKI et al., 2018; DUKE, 2020). Segundo
a Associagdo Brasileira de Saude Coletiva (ABRASCO), o aumento constante na utilizagdo de
agrotoxicos no Brasil, no decorrer da Gltima década, deve-se principalmente a expansdo do
cultivo da soja transgénica e a resisténcia adquirida pelas plantas daninhas combatidas
mediante aplicacdo do glifosato (CARNEIRO, 2015). Em consequéncia disso, esse herbicida
passou a ser utilizado mais frequentemente, muitas vezes em doses mais elevadas, resultando
em potenciais efeitos secundarios adicionais (VAN BRUGGEN et al., 2018).
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O glifosato [N-(fosfonometil) glicina] (Figura 1-1) é considerado tdxico para espécies
aquaticas, pouco toxico para organismos do solo e pouco bioacumulavel (ANNETT et al.,
2014). Embora seja degradado por microrganismos, esse herbicida apresenta persisténcia
varidvel no ambiente, sendo que sua meia-vida varia de menos de uma semana a alguns
meses, dependendo dos teores de matéria organica, argila e do nivel de atividade microbiana
(BLAKE e PALLETT, 2018; CHAULET et al., 2019; DUKE, 2020). No entanto, a sua
utilizacdo intensiva tem resultado em um crescente nivel de residuos no ambiente, sobretudo

no meio aquatico (lengois freaticos, lagos e rios) (VAN BRUGGEN et al., 2018).

O O

P
HO™J OH
HO

Figura 1-1: Férmula estrutural do Glifosato. Fonte: ANVISA.

Quimicamente, o glifosato é constituido pelo aminoécido glicina e por um grupo
fosfonometil e é o principio ativo de varios produtos fitofarmacéuticos (AZIZ, 2020).
Possuindo varias formulacBes e concentracdes, denominou-se 0 seu conjunto como herbicidas
a base de glifosato (HBG), destacando o Roundup, Buggy 360, Touchdown premium,
Tornado, Glifos Titan, Spasor K, Rumbo, Verdys e o Glifosato Atar 48 como seus principais
representantes comerciais (OLIVEIRA e HENRIQUES, 2011). Em sua formulacdo ha a
presenca de sal de amoénio ou sal de isopropilamina em concentrados ou granulos
hidrossoluveis, além de varios adjuvantes, em particular surfactantes, como o
polioxietilenoamina (POEA) capazes de maximizar a eficicia do herbicida, aumentando sua
toxicidade (AZ1Z, 2020).

A Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) classifica o glifosato como sendo
“praticamente ndo-toxico e ndo irritante em toxicidade aguda”, e a Organizacdo das Nacdes
Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) e a Organizacdo Mundial de Saude (WHO)
tém classificado esse composto como “seguro”, desde que ndo exceda o valor maximo de
ingestdo diario (FAO-WHO refere que esse valor é de 1mg/kg de peso vivo - PV) (WHO,
2017; AZ1Z, 2020). No Brasil, apés a reclassificacdo dos agrotoxicos pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o glifosato teve sua toxicidade reduzida, sendo suas
formulagoes classificadas como “categoria 4 - produto pouco toxico” e “categoria 5 - produto

improvével de causar dano agudo” (DIARIO OFICIAL DA UNIAO, 2019).
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A avaliacdo dos riscos potenciais do herbicida glifosato para a saude humana e
ambiental foi centrada na presenca de residuos nos vegetais e animais destinados ao consumo
humano (RIBEIRO et al., 2018). No que se refere a defini¢cdo dos parametros de seguranca
relativos a quantidade de residuos de glifosato que podem ser encontrados nos alimentos,
percebe-se que houve, nos Gltimos anos, um grande aumento no que tange ao limite maximo
estabelecido como condigdo para preservacdo do meio ambiente e da saude humana
(MACHADO, 2016). Comparando com os parametros de seguranca estabelecidos no Brasil e
na Unido Europeia, percebe-se uma assimetria referente aos mesmos, visto que o residuo de
glifosato permitido no Brasil para a soja é até duzentas vezes maior do aquele permitido na
Unido Europeia, (0,05mg/kg na UE e 10mg/kg no Brasil) (BOMBARDI, 2017; RIBEIRO et
al., 2018).

Pesquisadores em todo o mundo tém manifestado preocupacfes sobre a seguranca do
glifosato, defendendo que este acarreta varios efeitos nocivos na satude humana e animal, além
de problemas ambientais (AZIZ, 2020). Alguns estudos de efeitos adversos em laboratoério e
em campo demonstraram que o glifosato tem baixa toxicidade para abelhas, minhocas e aves,
e que 0 risco € pequeno para organismos aquaticos (DALLEGRAVE, 2003). No entanto,
estudos tém demonstrado que o glifosato € capaz, por exemplo, de causar distarbios
comportamentais e morfoldgicos em Danio rerio (0,065 e 0,5mg/L - BRIDI et al., 2017),
danos ao DNA de Salvator merianae (100pg/ovo - SCHAUMBURG et al. 2016), alteracOes
teciduais hepaticas em Dendropsophus minutus (65, 130, 260 e 520ug/L - LOPES et al.
2021), estresse oxidativo em Trachemys scripta elegans (30mg/L - HERITIER et al., 2017) e
mutageneicidade em Caiman latirostris (500, 750, 1000pg/ovo - LOPEZ GONZALEZ et al.
2017).

Com relacdo ao contato humano, esse herbicida foi considerado de baixa toxicidade,
volatilidade e de reduzida absorcao cutanea, tornando sua aplicacdo segura para trabalhadores
que utilizam todos os equipamentos de protecdo (DALLEGRAVE, 2003). No entanto, estudos
ja constataram além de rinite e dermatites em pessoas que entraram em contato com esse
herbicida, alteracbes mutagénicas no DNA e cromossomos de células humanas (NIELSEN et
al., 2007; MLADINIC et al., 2009; SLAGER et al., 2010; IARC, 2015).

1.1.2. Fipronil
Dentre os inseticidas, o fipronil [5-amino-1- (2,6-dicloro-R, R, -trifluoroproil) -4-
(trifluorometil) sulfinil] pirazole-3-carbonitrilo] (Figura 1-2) é considerado altamente ativo e

de amplo espectro, sendo utilizado em mais de 100 diferentes culturas agricolas, além de ser
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empregado na salde publica, tratamentos veterinarios e dedetizagcdo urbana, rural e
domissanitaria (ROBERTS e REIGART, 2013; CHAULET et al, 2019; SANTOS et al.,
2021). Derivado quimicamente da familia do fenilpirazol, esse inseticida € um potente
disruptor do sistema nervoso central dos insetos, mediante o bloqueio dos canais de cloro
mediados pelos aceptores do &cido gama amino butirico (GABA), promovendo paralisia,
convulsdes e morte (TINGLE et al., 2003; CHAULET et al, 2019).

cl
N CN

F,C N o

Cl NH, ‘cr

3
Figura 1-2: Forma estrutural do Fipronil. Fonte: ANVISA.

Sendo altamente persistente no solo e possuindo baixa a moderada solubilidade em
agua, o fipronil pode ser degradado mediante os processos de fotdlise, pela radiacdo
ultravioleta, e/ou degradacdo microbiana originando subprodutos que muitas vezes sdo mais
toxicos do que a molécula original (CONNELLY, 2001, GRANZOTO, 2018). De caréater
hidrofébico, sua molécula apresenta baixo potencial de lixiviacdo e forte adsor¢do no solo e
em sedimentos, apresentando maior afinidade por matrizes organicas tais como lipideos, 6leos
e solventes organicos (GUNASEKARA et al., 2007; SANTOS, 2021).

A utilizacdo do fipronil em grandes quantidades pode gerar residuos no ambiente,
principalmente nos recursos hidricos proximos as areas nas quais foi utilizado (CHAULET et
al, 2019). Sua degradacédo é considerada lenta no solo e na &gua, com uma meia-vida variando
entre 36 horas a quase 8 meses, dependendo do substrato e condi¢cdes do ambiente (SCORZA
JUNIOR e FRANCO, 2013; GRANZOTO, 2018). Tendo em vista sua alta toxicidade, alguns
paises da Europa como Franga, Italia, Alemanha e Eslovénia proibiram a comercializa¢do do
fipronil (OLIVEIRA et al., 2012; GRANZOTO, 2018). No Brasil, o fipronil ¢ um dos
inseticidas mais utilizados para combater pragas, principalmente em culturas alimenticias
(SIMON-DELSO et al., 2015), sendo comercialmente encontrado com varios nomes como
Icon, Ascend, Chipco, Adonis, Frontline e Regent (CHAGURI, 2016). E classificado “classe
Il - moderadamente perigoso” pela WHO e “categoria 2 - produto altamente toxico” pela
ANVISA (WHO 2009; DIARIO OFICIAL DA UNIAO, 2019).
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A crescente utilizagdo do fipronil ocorre, sobretudo, devido a sua alta toxicidade para
invertebrados, sendo até 500 vezes mais seletivo para insetos em comparacdo a outros
inseticidas como dieldrin, endosulfan, organofosforodos e piretréides (GRANT et al., 1998;
RATRA e CASIDA, 2001; SANTOS, 2021). Além disso, a facilidade e flexibilidade com que
o fipronil pode ser aplicado, sua longa persisténcia e natureza sistémica sdo fatores que
garante que ele se espalhe para todas as partes da cultura alvo (VAN DER SLULJS et al.,
2015; SANTOS et al., 2021).

Existem evidéncias de que o fipronil e seus derivados podem bioacumular,
principalmente em peixes e anfibios, podendo representar um risco para 0 meio aquatico
(QIAN et al., 2017; CHAULET et al., 2019). No entanto, existem escassas informacdes sobre
0s impactos que este inseticida podem causar nesses ambientes. Efeitos adversos do fipronil
podem ocasionar reducdo da atividade alimentar, peso corporal e da proporcao figado e/ou
gordura corporal de Acanthodactylus dumerili (30ug/g de peso corporal - PEVELING e
DEMBA, 2003), alteracGes cerebrais em Rutilus frisii (632mg/kg - ARDESHIR et al. 2017),
aumento da mortalidade e reducdo na taxa de eclodibilidade e comprimento corporal em D.
rerio (2,5, 7,5 e 15mg/L - PARK et al. 2020), efeitos teratogénicos e mortalidade em Silurana
tropicalis (0,35-3,50 mg/L — SAKA e TADA, 2021) e alteracdes genotoxicas e melanicas em
Lithobates catesbeianus (0,04, 0,08, 0,4mg/L — SANTOS et al., 2021). Além de perturbacdes
enddcrinas, alteracdo da funcdo imunoldgica e comportamentais (POCHINI; HOVERMAN,
2017), o fipronil é classificado como carcinogénico para organismos vivos (FENT, 2014;
SANTOS, 2021), podendo o seu uso gerar riscos significativos ainda desconhecidos ao
ecossistema (CUNHA et al., 2017; SANTOS et al., 2021).

1.2. Ecotoxicologia

Considerando a alta toxicidade tanto do glifosato quanto do fipronil, sua grande
utilizacdo e o alto potencial de contaminacgdo da rede hidrogréfica, tornam-se relevantes os
estudos ecotoxicologicos e de avaliagdo do potencial de risco destes agrotoxicos. Nesse
sentido, a ecotoxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos das substancias quimicas sobre os
organismos Vvivos e populagdes naturais, podendo a resposta ser aguda ou cronica e diferindo
na duragdo e intensidade das exposi¢oes (SILVA et al., 2015). Trata-se de uma ferramenta
auxiliar nas analises de impactos ambientais causados por tais elementos, estimando assim
sua toxicidade em relagdo ao organismo teste utilizado (WALKER et al., 2012; SILVA et al.,
2015).
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Segundo Buss e et al. (2008), os resultados das analises quimicas por si s6 ndo
retratam o impacto ambiental causado pelos poluentes, pois ndo demonstram os efeitos sobre
0 ecossistema. Somente 0s sistemas biologicos podem detectar os efeitos téxicos das
substancias, demonstrando a importancia destas analises na hora de se avaliar se ha ou nédo
riscos & biota encontrada no local de enfoque da pesquisa (MAGALHAES e FILHO, 2008;
SILVA et al., 2015). Enquanto as andlises quimicas identificam e quantificam as
concentracdes das substancias toxicas, os testes de toxicidade avaliam o efeito dessas
substancias sobre sistemas bioldgicos (COSTA et al., 2008). Sendo assim, partes destes
compostos podem causar danos aos organismos, e estes serdo considerados quando houver
mudangas bioquimicas ou fisiologicas que adversamente afetam os individuos nas taxas de
nascimento, crescimento ou mortalidade (WALKER et al., 2012).

A ecotoxicidade de determinado composto quimico é variavel e depende também das
propriedades dos ingredientes ativos e inertes que compde o produto (IBAMA, 2009; SILVA
et al., 2015). Dependendo de sua toxicidade e do tempo que permanece disponivel no meio
ambiente, os agrotoxicos podem interferir em processos basicos do ecossistema, como
respiracdo do solo, ciclagem de nutrientes, mortalidade de peixes ou aves, reducdo em
populacdo de espécies, entre outros (IBAMA, 2009). Tendo em vista a grande complexidade e
variedade das interagdes entre esses parametros, tornou-se fundamental a padronizagéo de
estudos e monitoramento para analisar os impactos ambientais (METCALF; EDDY, 2003).
Esses testes sdo aplicados também para avaliar a sensibilidade relativa de organismos
aquaticos para determinado contaminante ou agente toxico ou ainda a eficiéncia de diferentes
métodos de tratamento para efluentes industriais (METCALF; EDDY, 2003). Testes em
laboratério sdo realizados com organismos aquaticos, principalmente com peixes, vistos que
0s mesmos podem acumular substancias toxicas em concentracdes muito acima daquelas
encontradas nas aguas onde vivem de forma direta (HELFRICH et al. 1996). No entanto, ha
poucos estudos referentes a contaminagdo e a exposicdo de outros organismos aquaticos,

como os répteis, sobretudo da fauna brasileira.

1.2.1. Ecotoxicologia em Répteis

A perda da biodiversidade global causada sobretudo pela poluicdo ambiental sdo uma
ameaca iminente para muitos grupos taxondmicos de vertebrados, incluindo os répteis
(BOHM et al. 2013; MINGO, 2019). De acordo com a Lista Vermelha de Espécies
Ameacadas da IUCN, estima-se que 15-32% da diversidade mundial de répteis esteja

ameacada, enquanto, 42% de todas as espécies europeias apresentam tendéncias de declinio
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populacional (COX e TEMPLE, 2009; MINGO et. al., 2017; MINGO 2019). Embora o0s
répteis tenham sido tradicionalmente estudados juntamente com anfibios no campo da
herpetologia, foi somente nos recentes anos que o interesse em sua conservagao comegou a
aumentar (SPARLING et al. 2010). No entanto, esses animais permanecem 0 taxon menos
estudado entre os grupos de vertebrados, correspondendo a menos de 1% dos estudos de
ecotoxicologia (SPARLING et al., 2010; MINGO 2019; ZHANG, 2019).

Os agrotoxicos sdo considerados como um dos principais causadores de declinio
populacional dos répteis em todo o mundo, juntamente com perda e degradacdo de habitat,
espécies invasoras introduzidas, doencas, uso insustentavel e mudancas climaticas globais
(TODD et al., 2010; BOHM et al. 2013; MINGO et. al., 2017). Essa susceptibilidade a
contaminacdo se deve sobretudo pela exposicdo direta ao solo contaminado, inalagéo,
ingestdo de alimento, penetracdo na pele e ingestdo regular do solo (RICH e TALENT, 2009;
AMARAL et al., 2012; BOHM et al., 2013). Embora muitas espécies tenham conseguido se
adaptar persistindo nos habitats alterados por atividades agricolas, eles agora tém que lidar
com a carga adicional de poluicdo resultante do aumento do uso de pesticidas e outros
agroguimicos (GIBBS et al., 2009; MINGO et. al., 2017).

Muitas das espécies de répteis sdo caracterizadas pela fidelidade as suas pequenas
areas de vida, frequentemente apresentando baixas capacidades de dispersdo com poucas
habilidades para escapar da exposicio a pesticidas (BOHME, 1981; HUEY, 1982;
SOUTHWOOD e AVENS, 2010; MINGO et. al., 2017), o que os tornam ideais para estudos
envolvendo efeitos de contaminantes locais (GIBBONS, 2000; CAMPBELL e CAMPBELL,
2002). Além disso, uma variedade de répteis tem determinacdo do sexo dependente da
temperatura, um processo que pode ser particularmente sensivel a perturbacdes por
substancias quimicas que imitam hormodnios naturais (disruptores endocrinos) (GIBBONS,
2000; HOPKINS, 2000; GARDNER e OBERDORSTER, 2005).

Em relacdo a seu metabolismo, os répteis sdo considerados animais de sangue frio e,
como tal, ttm taxas mais baixas de catabolismo e depuracdo do que outros animais, como
passaros e mamiferos, podendo manter cargas corporais mais elevadas de contaminantes
(PORTELLI e BISHOP, 2000). Além disso, muitas espécies de répteis sdo conhecidas por
armazenar quantidades de gordura corporal, que podem servir para bioacumular lipofilicos
contaminantes (CAMPBELL e CAMPBELL, 2000; PORTELLI e BISHOP, 2002). Séo
também predadores ou catadores e ocupam posicOes relativamente altas em niveis troficos.
Isso resulta em uma maior probabilidade de maior exposi¢cdo a contaminantes persistentes

como resultado da biomagnificacdo (acumulo progressivo de substancias de um nivel tréfico
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para outro ao longo da teia alimentar) (HALL, 1980; CAMPBELL e CAMPBELL, 2002;
PEVELING; DEMBA 2003).

Com relacdo aos atributos de sua historia de vida, muitos répteis possuem alta
longevidade e desenvolvimento tardio se comparado com outras classes de animais
(GARDNER ¢ OBERDORSTER, 2005). Isto proporciona uma oportunidade para se avaliar
os efeitos de contaminantes em espécies que foram expostas por longos periodos e determinar
as respostas das populacdes a toxicidade (HOPKINS, 2000; GARDNER e OBERDORSTER,
2005).

Embora a quantidade de estudos sobre os efeitos toxicologicos de pesticidas em répteis
sejam escassos, ja foram observados efeitos potencialmente letais (WEIR et al., 2014;
CHANG et al.,, 2016; EMERY et al. 2021), bem como diversos efeitos subletais. Estes
ultimos incluem uma série de implicag¢bes para individuos expostos, que vao desde respostas
hormonais e enzimaéticas, alteragdes morfoldgicas, estresse oxidativo, implicagdes
neurotoxicas e imunossupressdo, reacdes fisiologicas, prejuizos na fertilidade,
desenvolvimento e desempenho locomotor, até o hermafroditismo (HOPKINS e WINNE,
2006; AMARAL et al.,, 2012; BICHO et al., 2013; LATORRE et al., 2013; LOPEZ-
GONZALEZ et al., 2013;CARDONE, 2015; CARPENTER et al., 2016; SCHAUMBURG et
al., 2016; SOLTANIAN, 2016; LATORRE et al., 2016; MINGO et. al., 2017; HIRANO et al.,
2019; MESTRE et al., 2019; DE-OLIVEIRA et al. 2020; CHEN et al., 2020).

Dentre os répteis, os Testudines representam importantes bioindicadores para estudos
ecotoxicoldgicos (FORERO-MEDINA et al., 2019). Dentre eles, destacam-se as tartarugas de
agua doce, que desempenham importantes fun¢bes no ambiente por meio de sua grande
biomassa, alta produtividade secundéria e contribuicdo para o fluxo de energia dentro e entre
os ecossistemas (LOVICH et al., 2018; FORERO-MEDINA et al., 2019).

1.3. Podocnemis expansa

Dentre os répteis, os Testudines estdo entre os animais mais ameagados do mundo
(BONIN, et al., 2006). O Brasil possui 36 espécies distribuidas nos seus mais diversos
ecossistemas aquaticos e terrestres, sendo 29 espécies de agua doce, 2 terrestres e 5 marinhas
(COSTA e BERNILS, 2018). Dentre eles, destaca-se a familia Podocnemididae, onde se
encontram as espécies Peltocephalus dumerilianus, Podocnemis unifilis, P. eritrocephala, P.
sextuberculata e P. expansa (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA, 2014).
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Popularmente conhecida como tartaruga-da-Amazonia, tartaruga-verdadeira, arad ou
jurara-acu, a Podocnemis expansa consiste no maior Testudines de agua do doce da América
do Sul (ERNST e BARBOUR, 1989; PRITCHARD, 1979). E particularmente vulneravel,
apresentando ampla distribuicdo geografica pelos rios e lagos das bacias do Amazonas e
Orinoco na Colémbia, Venezuela, Guianas, Equador, Peru, Bolivia e Brasil; e atingindo a
bacia Araguaia-Tocantins na regido central do territorio brasileiro (RUEDA-ALMONACID et
al., 2007; VOGT et al., 2015; SANTOS e FIORI, 2020). Sendo valiosa fonte de alimento e
renda, possui uma extensa historia de exploracdo com a instalacdo humana ao longo desses
rios e a comercializacéo de sua carne, visceras, gordura e ovos, 0 que resultou em populacoes
esgotadas em toda a area de distribuicdo da espécie (SANTOS e FIORI, 2020; CARVALHO
et al., 2020).

Assim como todos os representantes de sua ordem, P. expansa apresenta a carapaca
como instrumento de defesa e fuga de seus predadores, sendo esta achatada e mais larga na
regido posterior, caracteristica que da nome a espécie (ATAIDES, 2020). Os adultos
presentam colora¢do marrom, cinza ou verde-oliva enquanto que os filhotes e jovens possuem
manchas amarelas na cabeca, que se tornam marrom-escuro com o avancar da idade (VOGT,
2008; ATAIDES, 2020). Em ambiente natural sdo predominantemente herbivoros e
consomem grande variedade de frutos, sementes, flores, folhas e talos, sendo que a matéria
vegetal pode representar mais de 90% de sua dieta (RUEDA-ALMONACID et al., 2007).
Itens de origem animal, como por exemplo, insetos, crustaceos e pequenos peixes, geralmente
sdo consumidos em pequenas quantidades (IBAMA, 1989; BALENSIEFER e VOGT, 2006;
MALVASIO et al.,, 2003; VOGT, 2008). Em cativeiro essa espécie pode ser onivora e
oportunista, consumindo alimento animal quando disponivel (ATAIDES, 2020).

A espécie Podocnemis expansa pode chegar a medir 107 cm de comprimento de
carapaca e pesar 90kg, e se caracteriza por apresentar baixa capacidade de crescimento
populacional, alta longevidade e maturidade sexual tardia (POUGH, et al. 2003; ATAIDES,
2020). O desenvolvimento desses animais € influenciado pela temperatura, trocas gasosas e
hidricas (POUGH et al., 2008). Sabe-se ainda que a propria determinagdo sexual depende de
tais condi¢cbes (MALVASIO, 2001). Durante a estagéo chuvosa, quando os rios transbordam,
individuos de todas as faixas etarias vao para lagos e florestas inundadas a procura de
alimento (PRITCHARD; TREBBAU, 1984; IVERSON, 1992). No periodo de seca, juvenis e
sub-adultos tendem a permanecer nesses locais, enquanto os individuos adultos retornam ao
leito dos rios, especialmente para as areas onde se formam as praias, onde se reproduzem
(VOGT, 2008; ATAIDES, 2020).
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H& uma sincronizacao entre a vazante dos rios da Amazénia e o desencadeamento do
inicio do periodo reprodutivo de P. expansa (VOGT, 2008; ATAIDES, 2020). Quando as
aguas dos rios atingem seus niveis mais baixos, as fémeas formam grandes grupos em
algumas poucas praias e desovam coletivamente (RUEDA-ALMONACID et al., 2007;
ATAIDES et., 2021). A nidificagdo ocorre preferencialmente nas praias apds a meia-noite em
grupo de centenas e até milhares de animais (DUPRE et al., 2007, SALERA JUNIOR et al.,
2009). As fémeas sobem as praias, caminham lentamente pela areia, escavam um ninho
profundo e depositam em média 100 ovos de formato esférico e casca flexivel dentro das
camaras (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Apoés sua oviposicdo, as fémeas fecham os
ninhos e retornam para o rio (VANZOLINI, 1967; ALHO e PADUA, 1982, PRITCHARD e
TREBBAU, 1984). Apds um periodo de incubacdo que varia de 36 a 75 dias, dependendo da
localidade, os filhotes rompem a casca dos ovos, saem do ninho e se deslocam até o rio
(ERNST e BARBOUR, 1989; FERREIRA JUNIOR e CASTRO, 2003; ATAIDES, 2020).

Em consequéncia da excessiva exploracdo de suas populagdes naturais e da constante
degradacdo de seu habitat, P. expansa estd classificada como espécie quase ameacada de
extincdo pelo Ministério do Meio Ambiente brasileiro (VOGT et al., 2015; ICMBIio, 2018;
ATAIDES et al., 2021). Na Lista Vermelha da Unido Internacional para a Conservagio da
Natureza e dos Recursos Naturais, a espécie é classificada como de baixo risco de extincéo,
mas dependente de acBes de conservacdo (IUCN, 2018); e esta listada no Apéndice Il da
Convencdo sobre Comércio Internacional das Espécies da Fauna e Flora Selvagens
Ameacadas de Extincdo, tendo seu comércio sujeito a controle e regulamentacdo rigoroso
(CITES, 2017).

A grande predacdo de Testudines ocorrida entre os anos de 1960 e 1970 alarmou o
Governo Federal Brasileiro, que em 1979, estabeleceu o Projeto de Protecdo e Manejo de
Queldnios da Amazénia (ROCHA, 2011). Esse projeto de protecdo é coordenado desde 1989
pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e
visa recuperar e proteger areas de reproducdo, e por meio de estratégias de manejo, aumentar
0 sucesso reprodutivo das espécies de tartarugas, especialmente de P. expansa
(CANTARELLLI, 2006; BANZAN, 2008).

Alguns estudos ja relataram efeitos tOxicos da exposicdo a agrotoxicos em
Podocnemis expansa como reducéo na taxa de ecloséo e nos niveis de fésforo e gordura total
da casca de ovos expostos a parationa-metilica (35, 350 e 3500ug/L- VALDES et al. 2015),
reducdo do nimero de ossiculos esclerais e a presenca de ossiculos rudimentares e lacunas em

embrides de P. expansa expostos a atrazina (2, 20 ou 200ug/L - CARNEIRO et al., 2019) e
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alterac6es na morfometria eritrocitaria em juvenis expostos in ovo a diferentes concentracbes
de glifosato, atrazina e fipronil (65 e 6500ug/L; 2 e 200ug/L; 4 e 400ug/L, respectivamente-
DE-OLIVEIRA et al. 2020). No entanto, sdo ainda escassas as informacdes sobre os reais
impactos bioldgicos advindos da exposicdo indireta dos agrotdxicos glifosato e fipronil,

isolados ou em associagdo, na salde dessa espécie e no meio ambiente que habitam.

1.4. Biomarcadores

No que se refere aos fatores quimicos, a deteccdo precoce de uma intensa exposicao
pode diminuir significativamente a ocorréncia de efeitos adversos na salde animal
(AMORIM, 2003). Por meio de informacdes provenientes da monitorizacdo da exposicao
ambiental, ha a possiblidade de implantacdo de medidas de prevencéo e controle apropriadas,
sendo necessarios a definicdo dos niveis permissiveis de exposicao e a avaliacdo regular dos
seus possiveis riscos a saude (BERNARD e LAUWERYS, 1986; AMORIM, 2003). Essa
exposicdo pode ser avaliada por meio da concentracdo do agente quimico em amostras
ambientais, como o ar (monitorizacdo ambiental), ou através da medida de parametros
bioldgicos (monitorizagdo bioldgica), denominados biomarcadores (AMORIM, 2003).

O termo biomarcador ou marcador bioldgico sintetiza o estudo das respostas
biolégicas aos contaminantes, e pressupfe o conceito de vigilancia bioldgica, que tem a
finalidade de sinalizar precocemente possiveis efeitos capazes de comprometer a manutencéo
de funcdes vitais desde o individuo até populacdes (ROMEO e GIAMBERINI, 2012; MELO,
2015). Varios sdo os parametros bioldgicos que podem ser alterados como consequéncia da
interacdo entre 0 agente quimico e 0 organismo, entretanto, a determinacao quantitativa destes
parametros usados como biomarcadores sé € possivel se existir correlagdo com a intensidade
da exposicédo e/ou o efeito bioldgico da substancia (AMORIM, 2003).

O biomarcador deve ser especifico, preciso, valido e sensivel, e dependendo da
finalidade do estudo e do tipo da exposi¢do quimica, podem ser usados para varios propositos,
dentre eles para avaliagdo da exposi¢do (quantidade absorvida ou dose interna), dos efeitos
das substancias quimicas e da suscetibilidade individual (AMORIM, 2003; GUPTA, 2014,
SILVA, 2016). Além disso, podem ser utilizados independentemente da fonte de exposicao,
seja através da dieta ou do meio ambiente geral (WHO, 1993). Sua sensibilidade,
caracteristica importante para a relevancia do biomarcador, refere-se a capacidade para
mostrar diferengas marcadas mesmo apds niveis sutis de exposicéo toxicologica, devendo esta

ser suficiente para fornecer informacGes sobre diferencas existentes em populagdes
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provenientes de regides distintas e em diversos intervalos de tempo (variagbes sazonais e
variacdes ao longo do tempo) (RYAN et al., 2007; SOGORB et al., 2014; SILVA, 2016).
Outras caracteristicas desejaveis a um biomarcador ideal incluem sua confianca e persisténcia,
a sua presenca numa fracdo importante da populacdo, uma distribuicdo espacial alargada e
uma ocorréncia temporal adequada (RYAN et al., 2007; SILVA, 2016).

A aplicacdo de biomarcadores em um cenario real de avaliagdo ambiental, como em
estudos in situ, utilizando espécies aclimatadas em laboratorio, introduz diversos fatores
(variacOes de temperatura, pH e oxigénio, presenca de multiplas fontes de compostos) que
estdo ausentes em estudos em laboratdrio devido a manutencdo de condi¢fes controladas, e
oferecem maior robustez ecol6gica aos resultados (HANSON e LARSSON, 2011,
KERAMBRUN et al., 2011; MILLER et al., 2014; MELO, 2015). Estes estudos geralmente
sdo de curta duracdo e promovem respostas rapidas sobre a qualidade da dgua e/ou sedimento
com uma boa relagdo custo/eficacia (CASTRO et al., 2004).

O desenvolvimento e aplicacdo de biomarcadores para uso em ecotoxicologia e
avaliacdo de risco ecoldgico aumentou acentuadamente nos Gltimos anos, sendo atribuidas
diversas definicdes de sua abordagem ao longo da histéria (GIL e PLA, 2001; FORBES et al.,
2006; MELO, 2015). McCarthy e Shugart (1990) restringiu a aplicacdo do termo
biomarcador a medidas a nivel molecular, bioquimica ou celular em organismos expostos.
Mais tarde, Depledge (1994) contribuiu para a abrangéncia do termo, elevando o nivel
hierarquico de organizacdo bioldgica ao acrescentar medidas em relacdo ao comportamento
individual dos organismos. RedefinicBes restringindo o termo apenas a medidas bioquimicas
ndo foram bem aceitas pela comunidade cientifica (VAN DER OOST et al., 2005), que alegou
a preocupacdo em nao negligenciar outras respostas como fisioldgicas e comportamentais,
qgue podem ser utilizadas em avaliacGes de risco envolvendo uma mudanca de escala de
organizacdo bioldgica de individuos para a populacido (ROMEO e GIAMBERINI, 2012;
MELO, 2015).

Atualmente, os biomarcadores séo classificados funcionalmente como de exposicéo,
de efeito e de suscetibilidade (CAJARAVILLE et al., 2000; MELO, 2015). De acordo com
Amorim (2003), os biomarcadores de exposicdo podem ser usados para confirmar e avaliar a
exposicdo individual ou de um grupo, para uma substancia em particular, estabelecendo uma
ligacdo entre a exposicao externa e a quantificacdo da exposicao interna. Os de efeito podem
ser usados para documentar as alteracGes pré-clinicas ou efeitos adversos a satde decorrentes
da exposi¢do e absor¢do da substancia quimica. Dessa forma, a ligacdo dos biomarcadores

entre exposicdo e efeitos contribui para a definicdo da relagdo dose-resposta. Ja o0s
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biomarcadores de suscetibilidade permitem elucidar o grau de resposta da exposicéo
provocada nos individuos.

As estratégias adotadas para a avaliacdo de risco ecoldgico devem considerar o tipo e
dindmica do ambiente, além dos possiveis contaminantes cujos efeitos e exposicdo serdo
investigados, uma vez que as respostas bioldgicas e mecanismos de agdo irdo variar em
funcdo destes fatores (MELO, 2015). No caso de ambientes estuarinos e costeiros, areas
geralmente com significativa influéncia de atividades poluidoras, um das classes de
contaminantes aquaticos mais frequentes e em concentra¢es potencialmente perigosas sdo 0s
agrotoxicos (ZANARDI et al., 1999; ALBERS, 2003; MELO, 2015). Neste sentido, a
avaliacdo destas respostas aos contaminantes aquaticos ganha uma abordagem ainda mais
ampla quando séo utilizadas espécies sentinelas ou residentes (MELO, 2015).

Possuindo importante papel como organismos bioindicadores, as espécies sentinelas
séo utilizadas para deteccédo precoce da presenca e da toxicidade de poluentes no ambiente e
se baseia no conceito de que, apds a introducdo de tais substancias, os primeiros efeitos sdo
observados ao nivel do organismo, afetando posteriormente a populacdo, a comunidade, e em
ultima andlise, o ecossistema como um todo (BERTHET, 2012; MELO, 2015). Mesmos
afetados, estes organismos tem capacidade de permanecer em um ambiente pouco favoravel e
assim, revelar alteragbes que vdo desde a bioacumulagéo e bioconcentracdo das substancias
em tecidos e fluidos corpéreos, alteracdes nos parametros bioldgicos em varios niveis de
organizacdo bioldgica (molecular, celular, fisioldgica, individual, etc.), que conduzam ao
comprometimento da sua capacidade reprodutiva e sobrevivéncia, e a potenciais perturbacdes
da estrutura e funcionamento do ecossistema em longo prazo (BAYNE et al., 1985;
BERTHET, 2012; MELO, 2015). Ao possibilitar a identificacdo precoce destes distdrbios, as
espécies sentinelas elevam as chances de que as respostas bioldgicas sejam atenuadas ou
revertidas, observadas a partir dos biomarcadores, e também aumentam a oportunidade de
definir a fonte de contaminagéo (VAN DER OOST et al., 2003; MELO, 2015).

1.5. Objetivos Gerais

Tendo em vista a importancia de trabalhos referentes a exposi¢do de contaminantes em
répteis, sobretudo em Testudines, e seus possiveis efeitos nesses organismos, nesta tese de
doutorado analisou-se, por meio de multiplos biomarcadores, 0s possiveis efeitos da
contaminagdo dos agrotoxicos glifosato e fipronil durante o desenvolvimento pre-eclosdo de

Podocnemis expansa. Para isto, foram definidos os seguintes objetivos especificos:
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1. Investigar a viabilidade dos ovos, 0 crescimento dos animais (biomassa corporea) e
malformacdes embrionarias em exposi¢cdo de embrides de P. expansa incubados em substrato

contendo diferentes concentracdes das formulagGes comerciais glifosato e/ou fipronil.

2. ldentificar possiveis alteracGes na matéria seca (MS) e mineral (MM), proteina bruta (PB),
nitrogénio (N) e extrato etéreo (EE) das cascas dos ovos de P. expansa incubados em

substrato expostos a diferentes concentracGes de glifosato e/ou fipronil.

3. Investigar os potenciais efeitos mutagénico, hepatoxico e neurotéxico em neonatos de P.
expansa expostos a substrato contaminado com diferentes concentragfes de glifosato e/ou

fipronil durante incubacédo artificial.

1.6. Hipdtese

A hipétese testada foi que a incubacdo de ovos de Podocnemis expansa em substrato
poluido com diferentes concentracGes de glifosato e/ou fipronil causa contaminacdo dos

embrides e neonatos, interferindo em sua salide e desenvolvimento.
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Capitulo 2 - Delineamento experimental

Foram adotadas as seguintes metodologias para todos os experimentos realizados nesta

presente tese:

2.1. Coleta dos ovos

Em outubro dos anos de 2018 e 2019, cento e sessenta e um (161) e quarenta e nove
(n=49) ovos de P. expansa, respectivamente, foram coletados no mesmo dia de diferentes
praias de nidificagdo. A coleta ocorreu em praias arenosas previamente mapeadas ao longo
das margens do rio Araguaia, na Area de Protecdo Ambiental Meandros do Rio Araguaia
(GO, Brasil) (13° 20" 38" S e 50° 38' 05" W). Essa area apresenta alta oxigenacdo, pH
ligeiramente acido, baixas concentracdes de coliformes termotolerantes, turbidez e baixos
teores de carbono organico total, nitrogénio e fésforo total (MUNIZ et al., 2020). Os ovos,
oriundos do mesmo dia de postura, foram retirados dos ninhos e acondicionados para
transporte, no mesmo dia de coleta, em caixas de papeldo forradas com sacos plasticos
contendo vermiculita umedecida com agua na propor¢do de 2:1. Os ovos foram levados ao
Laboratério de Ensino e Pesquisa de Animais Silvestres da Faculdade de Medicina
Veterindria da Universidade Federal de Uberlandia (UFU, MG, Brasil) para incubacgéo
artificial (Figura 2-1). Todos os procedimentos foram autorizados pelo Comité de Etica em
Uso de Animais (CEUA) da UFU sob o registro n. 039/18 e pelo Sistema de Autorizacao e
Informagdes sobre Biodiversidade (SISBIO-IBAMA), licenga n® 65167-1/2018.
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Figura 2-1: Area de reproducio de Podocnemis expansa. 1- Em destaque a localizacdo do Rio Araguaia, GO e
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU, MG), onde os ovos foram coletados e incubados, respectivamente.
Distancia entre os pontos de 854km. 2 - Area de Protecio Ambiental Meandros do Rio Araguaia, e identificadas
por letras, as praias de nidificacdo da espécie. Fonte: Foto de satélite (GOOGLE) e ICMBio/MMA, Brasil, 2021.

2.2. Incubacéo dos ovos

ApoGs a chegada ao laboratério, 24 horas ap6s sua coleta, os ovos foram distribuidos
aleatoriamente em bandejas plasticas (30 x 50 cm; 10 cm de profundidade) com
aproximadamente 2kg de areia do local de coleta dos ovos, sendo 23 ovos por tratamento.
Este nimero de ovos ¢ justificado por possiveis perdas por infertilidade e provaveis “ovos de
6leo” (CAUT et al., 2006). As bandejas foram entdo transferidas para incubadoras de isopor
de 90L confeccionadas sob medida, equipadas com dois termostatos controlados por
lampadas de 15W (Lumens 80LM). A temperatura e a umidade relativa das incubadoras
foram avaliadas diariamente com um termohigrémetro digital e mantidas entre 28°C e 31°C e
80 e 100%, respectivamente (VERDADE et al., 1992). A incubacdo foi conduzida em
diferentes camaras de incubacdo sob diferentes tratamentos.

2.3. Protocolo experimental
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Os produtos formulados Glifosato Atar 48® (Albaugh Agro Brasil Ltda, Sdo Paulo,
SP, Brasil) e Fipronil Regent® 800WG (BASF S.A., S&o Paulo, SP, Brasil) foram utilizados
para a contaminacdo do substrato de incubacdo dos ovos. Os agrotoxicos foram diluidos em
agua destilada e incorporados ao substrato pulverizando-o com aproximadamente 100mL da
solucgéo a cada trés dias. Essa exposi¢ao constante aos pesticidas teve como objetivo simular a
contaminacdo da &gua por escoamento agricola, independente dos efeitos residuais. Sendo
assim, ndo foram determinados os niveis exatos de pesticidas no substrato de incubacéo.

Duas concentracdes de glifosato Atar 48 - 65ug/L (G1) e 6500ug/L (G2) - e de
fipronil Regent 800WG - 4pg/L (F1) e 400ug/L (F2) foram utilizadas, assim como a
combinacdo entre os dois agrotoxicos formulados em duas concentracdo: glifosato 65ug/L +
fipronil 4ug/L (GF1) e glifosato 6500ug/L + fipronil 400ug/L (GF2). Essa combinacao foi
utilizada para analisar potenciais efeitos sinérgicos, a fim de simular corpos d'agua contendo
mais de um desses agroquimicos. Para o grupo controle, o substrato foi umedecido apenas
com agua destilada em mesmo volume dos grupos tratados. Ao final do experimento, infere-
se gque as concentragcdes dos agrotoxicos aumentaram gradativamente sendo estas proximas a
48,75 e 4875,00ug/Kg de areia para o glifosato e de 3 e 300ug/Kg para o fipronil (menores e
maiores concentracdo, respectivamente) uma vez que a meia vida desses agrotoxicos em solo
arenoso ¢ em média de 26,7 para o glifosato 32 dias para o fipronil (BERGSTROM et al.,
2011; MANDAL e SINGH, 2013).

A menor concentracdo de glifosato foi determinada de acordo com a Resolucdo do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 357/2005 que estabelece o valor
maximo de contamina¢do em aguas doce de Classe I. A menor concentragdo de fipronil
testada foi selecionada de acordo com os valores de concentracdo letal média (CLso)
disponiveis para diferentes espécies de peixes (USEPA, 1996; MANRIQUE e MACHADO
NETO, 2008; CELLA, 2009), uma vez que ndo sdo conhecidos valores de referéncia para
répteis e nem limites de deteccdo desse composto estabelecido na legislacdo brasileira. Esse
limite maximo é ecologicamente relevante, pois estudos prévios demonstraram que em aguas
superficiais, concentracfes muito superiores sdo identificadas, as quais ja sdo capazes de
induzirem efeitos toxicologicos na biota (CARLES et al., 2019). As concentra¢cGes maximas
de glifosato e fipronil foram determinadas com o intuito de simular uma alta poluigédo e
representam uma concentracdo 100 vezes maior do que aquela prevista na resolucdo
CONAMA n° 357/2005. Dessa forma, optou-se por simular dois cenarios: um otimista com as

menores concentragdes, e outro altamente pessimista, que seriam proximas a areas agricolas.
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Capitulo 3 - Exposicao in ovo a formulagdes comerciais de glifosato e fipronil retarda o
crescimento e altera o desenvolvimento 6sseo de embrides de Tartarugas-da-Amazonia

(Podocnemis expansa, Testudines)

Resumo:

Os agrotoxicos sdo amplamente utilizados na producdo agricola e podem afetar
direta/indiretamente tanto a flora, quanto a fauna. Entre os animais, 0S organismos aquaticos,
incluindo os répteis, sdo especialmente susceptiveis aos efeitos das contaminacfes. Nesse
contexto, objetivou-se testar a hipdtese de que a incubacdo de ovos de Podocnemis expansa
em substrato contendo glifosato e fipronil altera a viabilidade dos ovos, interfere no
crescimento dos animais e induz malformacGes 0sseas. Para isso, ovos coletados no ambiente
natural foram incubados artificialmente em areia umedecida com &gua contendo glifosato
Atar 48 nas concentragdes de 65ug/L (G1) ou 6500ug/L (G2) e fipronil Regent 800WG a
4ug/L (F1) ou 400ug/L (F2), ou a associagdo de ambos os pesticidas. A exposi¢cdo combinada
se deu a partir de 65ug/L de glifosato e 4ug/L de fipronil (GF1) e 6500ug/L de glifosato com
400ug/L de fipronil (GF2). Os resultados do presente estudo demonstram que a exposi¢éo aos
agrotoxicos testados, isoladamente ou em combinacdo, ndo afetou a viabilidade dos ovos. No
entanto, os embrides dos grupos tratados apresentaram menor biomassa corporal e retardo no
desenvolvimento. Além disso, malformacGes Gsseas no anel ossicular escleral identificadas
em embriGes amostrados no 44° dia de incubacdo também foram observadas em individuos
expostos a F1, F2 e ao GF1. Logo, isso sugere que 0s agrotoxicos testados interferem
negativamente na organogénese do modelo estudado. Em conclusdo, o presente estudo
confirma a hipo6tese de que a incubacdo dos ovos em substrato poluido com glifosato e
fipronil interfere no crescimento embrionario de P. expansa, bem como induz malformacdes
Osseas, 0 que reforca o potencial risco ecotoxicologico dos agrotdxicos sobre a biologia da
espécie estudada.

Palavras-Chave: Agrotoxico, Ecotoxicologia, Malformacdes, Répteis, Ontogenia.

3.1. Introducéo

O Brasil é o pais lider no consumo de agrotoxicos e esta, juntamente com China,
Estados Unidos e Unido Europeia, entre os maiores fabricantes de pesticidas agricolas do
mundo (Zhang, 2018; Faber, 2020). Em 2020, o Ministério da Agricultura do Brasil aprovou

0 registro de 493 agrotdxicos anteriormente ndo certificados, 0 maior nimero ja documentado
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pelo Ministério da Agricultura (Diério Oficial da Unido, 2021). Esse volume é 4% superior ao
do ano de 2019, quando foram liberados 474 pesticidas, um recorde até entdo (Diério Oficial
da Unido, 2019).

Grande parte dos agrotdxicos utilizados no Brasil sdo direcionados a agricultura, onde
desempenham um papel crucial na melhoria da producéo e produtividade agricola (Fernandes
et al., 2020). No entanto, de acordo com estimativas globais, apenas 1% do volume aplicado
atinge o organismos-alvo, sendo que os 99% restantes permanecem no solo, atmosfera, agua,
sendo eventualmente absorvido por organismos ndo-alvo (Zhang et al. 2011; Lima et al.,
2019).

Animais terrestres e aquaticos podem ser expostos aos agrotoxicos de diferentes
maneiras, seja por meio de contato com aerossois durante a aplicacdo em lavouras (Chambers
e Carr, 1995), ingestdo (Rich e Talent, 2009) ou pela exposi¢do direta ao solo contaminado.
Em organismos aquéaticos, a exposicdo aos agrotoxicos pode ocorrer pela dispersdao dos
produtos na agua (Lind et al., 2004). Contudo, alguns grupos, como 0s répteis aquaticos, a
exposicdo também pode ocorrer via solo ou bancos de areia contaminados, uma vez que
muitas espécies depositam seus ovos em substratos terrestres, especialmente nas margens de
rios ou praias (Ji et al., 2016; Hirano et al., 2019). Isso ¢é particularmente preocupante por trés
razBes principais: 1) as cascas de ovos de répteis sdo notoriamente permeéveis (Marco et al.,
2004; Valdes et al., 2015); 2) o tempo de incubacéo pode ser bastante dilatado, estendendo o
tempo de exposicdo (Gomes e Ferreira Janior, 2011; Magalhdes, 2017), e 3) o
desenvolvimento embrionario € um periodo muito sensivel as perturbacdes fisico-quimicas
(Bell et al., 2003; Packard et al., 2000), que podem interferir deleteriamente na viabilidade e
organogénese do organismo.

O glifosato e o fipronil se destacam entre 0s agrotoxicos mais utilizados no Brasil e no
mundo (Simon-Delso et al., 2015; Beckie et al.,, 2020). Ambos tém sido associados a
malformacdes viscerais e esqueléticas e alteracbes moleculares em diferentes espécies
animais. O glifosato é capaz, por exemplo, de causar distirbios comportamentais e
morfolégicos em Danio rerio (0,065 e 0,5mg/L - Bridi et al., 2017), malformacdes
craniofaciais e oculares em Xenopus laevis (5mg/L - Bonfanti et al., 2018), danos ao DNA de
Salvator merianae (100ug/ovo - Schaumburg et al. 2016) e estresse oxidativo em Trachemys
scripta elegans (30mg/L - Héritier et al., 2017). Ja o fiponil promove aumento da mortalidade
e reducgéo na taxa de eclodibilidade e comprimento corporal em D. rerio (2,5, 7,5 e 15mg/L -
Park et al.2020), efeitos teratogénicos e mortalidade em Silurana tropicalis (0,35-3,50 mg/L —

Saka e Tada, 2021), alteragcdes genotoxicas e melénicas em Lithobates catesbeianus (0,04,
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0,08, 0,4mg/L — Santos et al., 2021) e reducgédo da atividade alimentar, peso corporal e da
proporc¢éo figado e/ou gordura corporal de Acanthodactylus dumerili (30pg/g de peso corporal
- Peveling e Demba, 2003).

Grande parte dos estudos que investigam o impacto dos agrotdxicos em ecossistemas
aquaticos tém se concentrado principalmente em pesticidas individuais (Muturi et al.,
2017). Habitats aquéticos, no entanto, costumam estar embutidos dentro e ao redor de terras
agricolas e sdo frequentemente expostos a varios diferentes pesticidas que podem coexistir no
meio ambiente (Muturi et al., 2017; Hirano et al., 2019). De acordo com Mansano (2020),
interacOes entre os componentes de uma mistura pode levar a efeitos aditivos ou causar maior
(sinergismo) ou menor toxicidade (antagonismo) para 0s organismos. Estudos com
combinacdo de agrotoxicos, como os herbicida glifosato e atrazina ja constataram
modifica¢Oes reprodutivas em peixes marinhos (1-100ug/L, expostos por 42 dias - Le Mer et
al., 2013) e misturas de herbicidas (atrazina, glifosato) e inseticidas (malatido, carbaril,
permetrina) induziram mudancas na diversidade e na estrutura da comunidade microbiana (20
mg/L expostos 3 e 7 dias - Muturi et al., 2017). Em estudo com répteis, a associacdo de
herbicidas ocasionou aumento de malformacdes embrionarias em P. unifilis com exposicao ao
glifosato e atrazina (65 ou 6500ug/L e/ou 2 ou 200ug/L, respectivamente -Hirano et al.,
2019).

Com excecdo do estudo de De-Oliveira et al. (2020), no qual foi relatado alteragcdes na
morfometria eritrocitaria em juvenis expostos in ovo a diferentes concentracdes de glifosato,
atrazina e fipronil, pouco se sabe sobre os efeitos do glifosato e fipronil em outras espécies de
testudineos, tais como Podocnemis expansa. A referida espécie € também conhecida
popularmente como tartaruga-amazonica e apresenta-se distribuidas em baias de grandes rios,
como os das bacias do Amazonas, Araguaia e Tocantins (IUCN, 2011). E o maior Testudines
de 4gua doce da América do Sul e é classificada como espécie quase ameacada de extingédo
pelo Ministério do Meio Ambiente brasileiro devido a predacdo humana e a instalacdo de
bacias hidrograficas, que levam ao seu declinio populacional (Vogt et al., 2015). Assim,
visando expandir o conhecimento sobre os fatores que podem afetar a salde desses animais,
objetivou-se investigar os impactos biologicos advindos da exposi¢do in ovo de embrides de
P. expansa incubados em substrato contendo diferentes concentragdes de glifosato e fipronil.
Supde-se que tais agrotoxicos alteram a viabilidade dos ovos, interferem no crescimento dos
animais (inferido pelo aumento da biomassa corporea), bem como induz malformacGes

embrionarias.
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3.2. Material e Métodos

3.2.1. Coleta de materiais biologicos

O dia 0 (zero) foi considerado a partir da colocacdo dos ovos nas incubadoras. As
coletas de todos os embrides foram realizadas no 44° dia de incubacdo, quando apenas o
grupo controle iniciou a eclosdo. Os demais grupos que foram expostos aos agrotoxicos
apresentaram atraso em sua eclosdo. Os embrides foram eutanasiados com sobredose de
tiopental sddico (Thiopentax®, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Itapira, SP,
Brasil), administrado por via intracelomatica (CONCEA, 2018). Apl6s a eutanasia, 0sS
embrides foram preservados em formaldeido 3,7%.

3.2.2. Viabilidade dos ovos e massa corpdrea dos embrides

O numero de ovos contendo embribes foi contabilizado para todos os tratamentos aos 44
dias de incubacdo. Com estes dados foi calculado a porcentagem de viabilidade dos ovos,
definido como a razdo entre 0 nimero de embrides e o nimero total de ovos em cada
incubadora, sendo descartados o0s ovos nao fecundados e atrésicos (ovos fecundados, mas sem
desenvolvimento) (modificado de Simoncini et al., 2019). A massa corporal dos embrides foi
determinada nesta mesma ocasido por meio de individuos viaveis com a utilizagdo de balanga

com preciséo de 1g.

3.2.3. Analise morfoldgica de cartilagem e 0sso

Para andlise do desenvolvimento do esqueleto e a ocorréncia de malformacdes, 16
embrides de cada grupo experimental, selecionados aleatoriamente, foram submetidos a
diafanizacao por hidroxido de potassio (KOH), seguido por coloracdo de osso e cartilagem
com Alizarina red S e Alcian blue, respectivamente (Davis e Gore, 1936; Dingerkus e Uhler,
1977). A terminologia adotada foi de acordo com Franz-Odendaal (2020) para os ossiculos
esclerais, e Vieira (2008) para as estruturas esqueléticas.

O desenvolvimento do esqueleto apds a diafanizagdo foi avaliado por meio dos
parametros descritos por Lorke (1977), adaptados para Testudines, que consistem em
investigar as seguintes malformagdes: auséncia de 0ssos ou partes deles; encurtamento,
flexdes, torgcdes e ondulacdo 0ssea; fendas ou formacdo de estruturas extras; e alteracdes no
anel ossicular, como auséncia, formato irregular, ossiculo rudimentar e fusdo dos ossiculos
(Figura 3-1). Adicionalmente, quanto ao atraso no processo de ossificacdo, analisou-se:

auséncia de centros de ossificacdo em elementos do esqueleto; formato e tamanho dos 0ssos



53

que correspondem a um estagio anterior de desenvolvimento; e a presenca de fontanelas mais

extensas e incompletas dos 0ssos do crénio, carapaca e plastrao.

Figura 3-1: Imagem esquemaética do anel ossicular escleral de Testudines: A) Anel ossicular escleral formado
por varios ossiculos da esclera (s0) com suas bordas sobrepostas (ov) aos ossiculos adjacentes. B) Anel ossicular
com presenca de malformacdes de auséncia de ossiculo (ao), formato irregular (is), fusdo de ossiculos (fo) e
ossiculo rudimentar (r).

3.2.4. Técnica histoldgica

Os ossiculos da esclera foram coletados e fixados em formaldeido 10% tamponado
com fosfato (0,1M, pH 7,2) por 24 h, seguido da adi¢do em alcool 70%, ap6s o que foram
submetidos ao processo de inclusdo em parafina. A seguir, os blocos foram cortados
frontalmente (5um de espessura), depositados em laminas microscépicas e corados com
hematoxilina e eosina para avaliacdo de possiveis alteracdes 0sseas, seguindo o protocolo
descrito por Behmer et al. (1976). Os cortes foram analisados em microscopia Optica e

fotografados com o auxilio do software Leica Las EZ (versdo n. 3.4.0).

3.2.5. Analise estatistica

A viabilidade dos ovos foi analisada por meio da proporc¢do esperada observada no
grupo controle pelo teste binomial para duas proporgdes, utilizando o software Bioestat 5.3
(Ayres et al., 2007). A comparacdo entre as biomassas corporeas e frequéncia média de
malformacdes nos ossiculos da esclera dos diferentes grupos foram realizadas utilizando o

teste Kolmogorov-Smirnov para analisar a normalidade dos dados, em sequéncia o teste ndo
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paramétrico de Kruskal-Wallis, com pos-teste de Dunn, por meio do software SYSTAT 10.2
(Wilkinson, 1990). Para todas as andlises, as diferencas foram consideradas significativas ao
nivel de 5% de significancia. A confeccdo das figuras foi realizada por meio do software

CorelDraw 2018 (64-Bit) e os graficos foram tracados no Microsoft Excel 2013.

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Impacto do fipronil e glifosato na viabilidade dos ovos e biomassa corpdrea dos

individuos de P. expansa.

3.3.1.1. Viabilidade dos ovos

As primeiras eclosfes de P. expansa ocorreram no grupo controle no 44° dia de
incubacéo, sendo a duragédo da incubagcdo um pouco menor que os 47 a 64 dias relatados para
a espécie em ambiente natural (Gomes e Ferreira Junior, 2011; Magalhées, 2017; Simoncini et
al., 2019). Outros trabalhos relataram um periodo de incubacdo de 51 a 63 dias para ovos de
P. expansa expostos a parationa metilica (35, 350 e 3500ug/L- Valdes et al. 2015), atrazina (2
e 20ug/L- Carneiro et al. 2019), e glifosato, atrazina e fipronil (65 e 6500ug/L; 2 e 200pug/L; 4
e 400ug/L, respectivamente- De-Oliveira et al. 2020). Essa variacdo provavelmente reflete
diferencas na temperatura de incubacdo entre os diferentes estudos, uma vez que 0O
desenvolvimento embrionario em répteis é altamente influenciado pela temperatura (Deeming
e Ferguson, 1988; Carneiro 2012). Neste estudo, todos os ovos foram coletados no dia da
postura nas praias de desova. Além disso, a temperatura de todos os tratamentos foi verificada
diariamente e permaneceu em média 30 + 0,06°C (média + erro padrdo da média).

A média de ovos viaveis por tratamento foi de 86 £ 0,03% (média + erro padrdo da
média), com variacdo de 100% para G1 a 69,6% em relacdo ao grupo F2 (Figura 3-2). Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos tratados (mid-p-value = 0,37), portanto a exposicao
aos agrotoxicos ndo afetou o nimero de embrides desenvolvidos. Apesar do experimento ter
sido realizado com os embrides, acredita-se que a média de ovos viaveis seria similar a taxa
de eclosdo caso esta acontecesse. Sendo assim, nossos resultados seriam intermediarios aos
encontrados por Alves-Junior et al. (2012) e Ribeiro e Navarro (2020) em que verificaram
uma média de eclosdo de 94,63% e 73,98% para P. expansa em ninhos naturais e

transplantados, respectivamente.
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Figura 3-2: Viabilidade de ovos de Podocnemis expansa expostos ou ndo ao glifosato e fipronil (isoladamente
ou em combinagdo) em incubacdo artificial. Os tratamentos ndo diferem significativamente ao nivel de 0,05 pelo
Teste Binomial: duas propor¢des. Tratamentos: G1- glifosato 65ug/L; G2- glifosato 6500ug/L; F1- fipronil
4ug/L; F2- fipronil 400pg/L; GF1- glifosato 65ug/L associado ao fipronil 4pg/L; GF2- glifosato 6500ug/L
associado ao fipronil 400pg/L.

3.3.1.2. Biomassa corpdrea

A exposicdo aos agrotoxicos foi acompanhada por auséncia no ganho de biomassa
corporal dos embrides em comparagao ao grupo controle (H= 61.602, p<0,001, Figura 3-3). A
biomassa corporal apresentou os menores valores para o tratamento G2, F1 e GF1 (35,10%,

33,12% e 31,91% menor que o observado no grupo controle, respectivamente).
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Figura 3-3: Biomassa corporal, em gramas (g), de embriGes de Podocnemis expansa expostos ou ndo ao
glifosato e fipronil (isoladamente ou em combinacdo) em incubacéo artificial. Os tratamentos com letras distintas
diferem significativamente a 0,05 pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn. Tratamentos: G1- glifosato 65ug/L;
G2- glifosato 6500ug/L; F1- fipronil 4ug/L; F2- fipronil 400ug/L; GF1- glifosato 65ug/L associado ao fipronil
4ug/L; GF2- glifosato 6500pg/L associado ao fipronil 400ug/L.

A biomassa corporal estatisticamente inferior nos grupos tratados também é
evidenciada pela técnica de diafanizacdo de ossos e cartilagem, a qual revela atraso no
desenvolvimento desses embriGes. Essa menor biomassa pode estar associada a menor
incorporacdo de agua pelo embrido devido as mudancas na composicdo quimica da casca
causadas pela sorcdo dos agrotoxicos, visto que ambos os poluentes apresentam elevada
capacidade de adsorcdo em solo arenoso (coeficiente de adsorcdo de 884mL/g e 1150mL/g
para o glifosato e fipronil, respectivamente) (USEPA, 2005; EFSA 2015). Essa hipotese é
corroborada por Valdes et al. (2015) que encontraram alteracdes no nivel de fésforo e gordura
total na casca de ovos de P. expansa expostos ao produto técnico parationa metilica (35, 350 e
3500ug/L) em dose Unica no inicio da incubacdo. De acordo com Packard et al. (1980), o
aumento da gordura total reduz o transporte de dgua pela casca, e essa menor absorcdo pode

afetar o desenvolvimento do embrido.

3.3.2. Efeitos dos agrotdxicos nas alteracdes 6sseas dos individuos de P. expansa.

3.3.2.1. Esqueleto axial e apendicular

A ossificacdo no grupo controle mostrou um progresso consideravel em comparagéo
com todos os demais grupos experimentais. Os grupos tratados individualmente ou em
associacdo de agrotoxicos, apresentaram fontanelas cranial (Fcr), caudal (Fca) em estagio
inferior de desenvolvimento, 0ssos costais (Co) e neurais (Ne) ainda ndo fundidos e centros de
ossificacdo dos ossos nucal (Nu) e periféricos (Pr) retardatéarios, se comparados com o grupo
controle (Figura 3-4). E possivel verificar ainda nos grupos expostos, a presenca de fontanela
nos 0ssos do cranio, bem como membros toracicos e pelvinos com 0ssos do carpo e tarso em
inicio de desenvolvimento e/ou ausentes (Figura 3-5). Nao foi observado outras malformacdes
como formacao de estruturas extras, encurtamento, flexdes, tor¢bes e ondulacao dssea.

Os embrides ndo expostos a pesticidas foram enquadrados no estadgio 26 de
desenvolvimento, enquanto que todos os embrides desenvolvidos em substrato contendo os
agrotoxicos foram enquadrados no estagio 21 (Vieira 2008). Tendo em vista que a

temperatura e a umidade da incubadora permaneceram iguais para todos os tratamentos,
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infere-se que essa diferenca observada no desenvolvimento 6sseo se deve aos agrotoxicos

testados.

e Z el __ H

Figura 3-4: EmbriGes de Podocnemis expansa expostos ao glifosato e fipronil durante a incubagdo artificial,
diafanizados por KOH e corados de vermelho de alizarina (0ssos). (A) e (B) Grupo controle, individuo em
estagio 26; (C) e (D) Grupo glifosato 6500 pg/L; (E) e (F) Grupo fipronil 400 pg/L e (G) e (H) Grupo glifosato
6500 pg/L associado ao fipronil 400 pg/L. (C-H) Individuos em estagio 21. Vista ventral e dorsal,
respectivamente. Destaque para o retardo na ossificacdo das fontanelas cranial (Fcr) e caudal (Fca) dos grupos
expostos aos agrotoxicos (C, E, G) em comparagdo com individuo do grupo controle (A). Fusdo dos 0ssos
costais (Co) e neurais (Ne) presentes no individuo do grupo controle (B) e ausentes nos demais individuos dos
grupos tratados (D, F, H). Ossos nucais (Nu) e periféricos (Pr) desenvolvidos no individuo do grupo controle (B)
e retardatarios nos demais individuos dos grupos tratados (D, F, H). Escala 5mm.

O atraso no desenvolvimento 6sseo em embrides de P. expansa expostos a

contaminantes também pode causar danos locomotores, importantes para a sobrevivéncia da
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espécie. Resultados semelhantes foram obtidos em estudos realizados com outros répteis, que
também constataram que embrides de Salvator merianae expostos a glifosato 2% em
incubacdo artificial apresentaram reducdo na taxa de crescimento (Mestre et al., 2019) e que
individuos de Podarcis muralis expostos ao mesmo herbicida (360g/L em intervalos de 7 a 10
dias) apresentaram alteracGes em sua aptiddo fisica, além de absorcdo dérmica e oral dos
agrotoxicos com o aumento da exposicdo (Mingo et al., 2017). Com relacdo ao fipronl, o
mesmo foi considerado um dos potenciais envolvidos no declinio e extincdo de quatro
espécies de répteis na ilha Christmas, no Oceano indico, acarretando, além de reducdo de

alimentos, morte por envenenamento pela ingestao direta do composto (Emery et al. 2021).
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Figura 3-5: Retardo no desenvolvimento 6sseo de Podocnemis expansa expostos ao glifosato e fipronil durante
incubacéo artificial, diafanizados por KOH e corados de vermelho de alizarina (0ss0s). (A, B e C) Individuos
Controle; (D, E e F) Individuos Tratados. (D) Ossificagdo nos 0ssos do crénio com a presenca da fontanela (seta)
no embrido do grupo tratado exposto ao glifosato 6500ug/L associado ao fipronil 400ug/L; (E) Membros
toracicos esquerdos com destaque para 0s 0ssos do carpo ainda em inicio de desenvolvimento (seta) em grupo
exposto ao fipronil 4ug/L. (F) Membros pelvinos direitos com destaque para 0s 0ssos do tarso em estagio
retardatario de desenvolvimento (seta) em grupo exposto ao glifosato 6500ug/L associado ao fipronil 400ug/L.
Escala 5mm.

O esqueleto, no caso dos répteis, € um importante bioindicador em estudos
ecotoxicoldgicos, uma vez que o periodo de organogénese das estruturas esqueléticas é longo
e com origens distintas do mesénquima (Noden, 1988). Por envolver varias etapas para a

formacdo do molde cartilagineo, caracterizado por padrdes temporais especificos e com
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mudancas ocorrendo em periodos previsiveis, possiveis perturbacdes nesta série de
acontecimentos, como fatores externos fisicos ou quimicos, resultam em defeitos 0sseos
(Wilkie et al., 2003).

No ambiente natural o atraso no desenvolvimento ésseo pode causar danos
significativos a espécie, visto que os ovos de P. expansa eclodem, comumente, em novembro
e dezembro, justamente antes da cheia do rio e, consequentemente, do alagamento das praias
(Simoncini et al., 2019). Com o retardo no desenvolvimento dos embrides, sua eclosao
poderia coincidir com o aumento do volume dos rios e consequentemente com a inundagéao
das praias, ocasionando a morte dos filhotes por afogamento dentro das camaras dos ninhos
(Eisemberg et al., 2016; Norris et al., 2020). Outro possivel agravante é que esse retardo no
desenvolvimento resultaria em um maior tempo de exposicdo a produtos quimicos, o que
pode causar sérios prejuizos para a espécie, diminuir o nimero de individuos e aumentar o
risco de extin¢do. De acordo com Lopez Gonzalez et al. (2017), filhotes menores tém menor
chance de sobrevivéncia durante seus primeiros anos, afetando assim o dindmica populacional
da espécie. Portanto, compreender as consequéncias da exposicdo a pesticidas e 0s niveis
causais de exposicdo durante os periodos criticos de desenvolvimento embrionario é de suma
importancia.

Assim como no presente estudo, a literatura relata que a contaminagdo in ovo aos
agrotoxicos pode comprometer o desenvolvimento embrionario de répteis (Carneiro et al.,
2019; Hirano et al., 2019; Mestre et al., 2019). No entanto, ndo se sabe se essa exposicao
pode ocasionar prejuizo na vida adulta desses animais. Além disso, outras alteracdes
bioldgicas como efeitos neurotdxicos, hepatotoxicos, genotdxicos, mutagénicos, citotoxicos e
reprodutivos foram relatados para a classe (Wang et al.,2016; Schaumburg et al., 2016; De-
Oliveira et al. 2020), o que alerta para a necessidade de inclusdo dos répteis para avaliacdo de
risco de pesticidas, afim de realizar o seu uso responsavel e melhorar as praticas de

conservacao.

3.3.2.2. Anel ossicular escleral

A exposicdo aos agrotoxicos afetou a ossificagdo dos ossiculos da esclera, levando a
consequente alteracdo do anel ossicular escleral com diferentes malformacdes. Os ossiculos
esclerais formam uma estrutura resistente que preserva a forma do globo ocular sob pressédo
externa e auxilia na acuidade visual (Carneiro et al., 2019). Os tipos de malformacoes

encontrados nos ossiculos esclerais foram auséncia (ao), formato irregular (is), fusdo (fo) e
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ossiculos rudimentares (r). A Tabela 3-1 mostra os valores totais, média, desvio padrdo, erro
padrdo, p-valor e o valor do teste de Kruskal-Wallis (H-valor) da frequéncia de malformacoes.

Tabela 3-1. Total, média, desvio padréo (DP), erro padrdo (EP), p-valor e o valor do teste de
Kruskal-Wallis (H-valor) da frequéncia de malformacdo em ossiculos esclerais de
Podocnemis expansa expostos ou néo - in ovo - ao glifosato e fipronil (isoladamente ou em
combinacéo).

r Total Média DP EP p-valor H-valor
Controle 3 4 4 11 2,75 1,89 0,36 - -
Gl 4 12 14 34 8,5 526 0,99 0.0833 3.4054

ao is f
0
4
G2 3 11 5 13 32 8 476 09 01124 2.5823
5
8
4

F1 19 16 9 49 12,25 6,40 1,21 0.0209*  5.3976
F2 4 16 13 41 10,25 532 1,00 0.0433* 4.2875
GF1 6 11 9 30 7,5 311 0,559 0.0433*  4.2875

GF2 3 13 6 11 33 8,25 457 0,86 0.1124 2.5823

*Médias com diferenca estatistica comparadas ao grupo controle, de acordo com o Teste de Kruskal-Wallis, com
nivel de significancia de 5%.

ao- auséncia de ossiculo; is- formato irregular; fo- fusdo de ossiculos; r- ossiculo rudimentar.

Tratamentos: G1- glifosato 65ug/L; G2- glifosato 6500ug/L; F1- fipronil 4ug/L; F2- fipronil 400ug/L; GF1-
glifosato 65ug/L associado ao fipronil 4ug/L; GF2- glifosato 6500ug/L associado ao fipronil 400ug/L.

Houve diferenca estatistica entre a malformacdo dos ossiculos da esclera encontrada
nos embrides do grupo controle e os tratamentos F1 (H=5.3976; p=0.0209), F2 (H=4.2875;
p=0.0433) e GF1 (H=4.2875; p=0.0433). De acordo com estes resultados, o fipronil
apresentou maior toxicidade do que o glifosato e pode estar ocorrendo antagonismo entre
esses dois agrotoxicos visto que a exposicdo ao glifosato e fipronil em sua maior concentracdo
(GF2) néo resultou em diferenca significativa (Tabela 3-1). Ndo houve, portanto, sinergismo
na associacdo de ambos 0s agrotdxicos em comparagdo com a exposicdo a cada um
isoladamente. No entanto, todos 0s grupos tratados com glifosato, fipronil e sua associacao,
em menor ou maior dosagem, apresentaram alteracdes visiveis a nivel do anel ossicular

escleral (Figura 3-6).
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Figura 3-6: Ossiculos esclerais de embriGes de Podocnemis expansa expostos a agrotdxicos durante incubagdo
artificial. Analise macroscopica. (A) Grupo controle; (B) e (C) Grupo glifosato 65ug/L e 6500ug/L,
respectivamente; (D) Grupo fipronil 4ug/L; (E) e (F) Grupo fipronil 400ug/L; (G) e (H) Grupo glifosato 65ug/L
associado ao fipronil 4ug/L; e (1) Grupo glifosato 6500ug/L associado ao fipronil 400ug/L. Observa-se a
presenca de: ov — sobreposicdo de ossiculos (A); r - ossiculos rudimentares (B, C, D); ao - auséncia de
ossificacdo (D e F); fo - fusdo dos ossiculos (E); is - formato irregular (G, H e I). Escala 1mm.

As analises histoldgicas da esclera de embrides de P. expansa corroboraram as
alteracbes encontradas macroscopicamente (Figura 3-7), sendo encontradas malformacGes
como auséncia de ossifica¢do (ao), ossiculo rudimentar (r), fusdo (fo), formato irregular (is) e
sobreposicao (ov) inclusive no grupo controle. Alteracdes semelhantes as do presente estudo
também foram encontradas por Carneiro et al. (2019), os quais avaliaram os efeitos da
atrazina (2, 20 ou 200pug/L em contaminagdo unica) durante o desenvolvimento dos ossiculos
da esclera em P. expansa. Além disso, a exposi¢do ao glifosato e/ou atrazina (65 ou 6500ug/L
e/ou 2 ou 200ug/L, respectivamente) em dias alternados em ovos incubados artificialmente
resultou em malformacdes significativas no anel ossicular escleral em P. unifilis (Hirano et
al., 2019).
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Figura 3-7: Cortes histoldgicos da esclera de embrifes de Podocnemis expansa expostos a agrotoxicos durante
incubacdo. (A) Grupo controle; (B) Grupo glifosato 65ug/L; (C) Grupo glifosato 6500ug/L (D) Grupo fipronil
4ug/L; (E) Grupo fipronil 400ug/L. As setas apontam para malformacgdes. Observa-se a presenca de: 0s —
ossiculos (A e B), ov - sobreposi¢do de ossiculos (A e B), ao — auséncia de ossificacdo (B e D), fo- fusdo dos
ossiculos (C e E), r- ossiculo rudimentar (D). Coloragdo realizada por Hematoxilina e Eosina. Escala de 200um.

A alta incidéncia de malformacGes no anel ossicular escleral pode estar relacionada a
natureza de sua origem. Todos os tecidos dsseos se desenvolvem a partir de células
mesenguimais. No entanto, a base do mesénquima é o produto de células de diferentes
linhagens embrionarias. Os ossiculos, por exemplo, se originam das células da linhagem da
crista neural craniana, assim como todo o esqueleto craniofacial (Franz-Odendaal e
Vickaryous, 2006). No entanto, a partir de sinais indutivos do mesénquima, cada placddio
sofre modificagdes morfologicas para formar as papilas conjuntivais no limbo escleral da
cornea, que induzem a formacéao de ossiculos esclerais (Drake et al., 2020). Assim, as papilas
sd0 necessarias para a inducdo do anel ossicular escleral nos repteis e seu numero
correspondera ao numero de ossiculos do anel (Hall, 2015).

Embora esse desenvolvimento seja pouco compreendido em répteis, estudo evidenciou
que o glifosato (20ul de diluicbes de 1/500 injetado intra-ovo) causou um aumento na
atividade do acido retinoico enddgeno, resultando na supressao do gene Otx2 e na interrupgédo
do desenvolvimento da crista neural (Paganelli et al., 2010). Outros contaminantes, como a
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atrazina, sdo conhecidos por afetar os niveis de metaloproteinase, que também podem
desempenhar papéis importantes na formacdo do anel ossicular escleral (Lenkowski e
Mclaughlin, 2010). Durante a longa formacdo dos ossiculos ocorrem varias cascatas de
eventos moleculares, desde a pré-padronizacdo epitelial até a formacdo do anel ossicular
(Drake et al., 2020; Franz-Odendaal, 2020; Jourdeuil e Franz-Odendaal, 2016) o que favorece
os danos causados por meio de agentes quimicos, como 0s agrotoxicos. Assim, a maior
suscetibilidade do anel ossicular escleral aos efeitos de substancias quimicas, em relacdo a
outras estruturas 0sseas, pode ser decorrente de diferencas em sua formacdo e periodo de
desenvolvimento embrionario (Hirano et al. 2019).

Os ossiculos esclerais fornecem suporte para a fixacdo dos musculos oculares que
auxiliam na acomodacdo visual para focar imagens em diferentes distancias. As espécies
aquaticas, em particular, dependem do movimento ou contracdo lenticular, e qualquer
alteracdo no funcionamento dessas estruturas pode comprometer a capacidade visual dos
individuos (Franz-Odendaal, 2020; Lima et al. 2009). Portanto, os danos relatados no anel
ossicular dos filhotes de P. expansa podem ser irreversiveis e causar consequéncias
significativas para o seu desenvolvimento e sobrevivéncia, conforme relatado anteriormente
por Hirano et al. (2019).

Nos resultados obtidos ndo foi observado sinergismo na associa¢ao dos agrotdxicos,
apenas antagonismo com relacdo a frequéncia de malformacdo em ossiculos esclerais. Neste
caso, a toxidade da exposicdo simultanea ao glifosato e fipronil foi dependente da
concentracdo utilizada, ocorrendo antagonismo em GF2 se comparado as concentracdes de
G1, G2 e GF1. Nossos resultados contrastam com o encontrado por Hirano et al (2019) em
estudo com Testudines, onde os autores verificaram que a exposi¢ao simultanea de herbicidas
(glifosato 65 ou 6500ug/L e/ou atrazina 2 ou 200ug/L, respectivamente) em incubagéo
artificial, ocasionou taxas mais altas de anormalidades embrionérias em P. unifilis em
comparacao com a falta de exposi¢do ou exposicdo apenas a atrazina. De acordo com alguns
estudos, o antagonismo pode ser explicado por uma indugdo da atividade de enzimas do
citocromo P450 causada pelo herbicida e o consequente aumento da biotransformagéo do
inseticida (Fu et al., 2013; Cedergreen, 2014; Mansano, 2020). Além disso, Farré et al. (2002)
relatou que o efeitos antagonicos em misturas de pesticidas podem ser causados pela
associacdo entre as moléculas do composto, o que diminuiu sua biodisponibilidade.

Os mecanismos detalhados da toxicidade do glifosato e fipronil em répteis ainda
precisam ser esclarecidos, visto que esse taxon apresenta diferengas importantes em relagéo a

ecologia, fisiologia, crescimento, desenvolvimento e reproducdo quando comparados com
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outros grupos de animais (Mingo, 2018). A atividade bioldgica, por exemplo, geralmente
aumenta com temperaturas mais altas, alterando assim a taxa de ingestdo de alimentos, o que
ird influenciar a exposicao oral através de presas contaminadas (EFSA, 2017; Mingo, 2018).
Com relacdo ao metabolismo, como o seu aumento s pode ser guiado por temorregulacéo
acelerando processos fisiologicos, 0 metabolismo toxico tem um custo adicional de energia
que pode comprometer outras fungdes bioldgicas, como o crescimento, desenvolvimento,
imunidade ou reproducéo (Talent 2005; Gardner e Oberdérster 2006; Mingo, 2018).

A contaminacéo periddica com os produtos formulados Glifosato Atar 48® e Fipronil
Regent® 800WG evidenciou menor biomassa corporea, atrasos no desenvolvimento e
alteracOes Osseas nos ossiculos esclerais de P. expansa. No entanto, ndo se pode afirmar que
essa exposicdo também ndo tenha alterado outros padrées como fisioldgicos, genotoxicos ou
comportamentais dos individuos avaliados, conforme observado e discutido por outros
autores (Latorre et al., 2013; Lopez-Gonzaélez et al., 2013; Mestre et al., 2019; De-Oliveira et
al., 2020). Portanto, faz-se necessario a realizacdo de mais estudos sobre os impactos dos
agrotoxicos na fauna silvestre para subsidiar a revisdo da legislacédo brasileira vigente e evitar

maiores danos a biodiversidade.

3.4. Conclusoes

O presente estudo confirma a hipotese de que a incubacdo dos ovos em substrato
poluido com glifosato e fipronil interfere no crescimento embrionario de P. expansa (inferido
pela menor biomassa corpérea e retardo no desenvolvimento), bem como induz malformacdes
Osseas, mesmo em concentracdes permitidas pela legislacdo vigente. Tendo em vista 0
potencial risco ecotoxicolégico dos agrotéxicos sobre a biologia da espécie estudada,
investigacOes futuras serdo importantes para se aprofundar sobre o impacto dos agrotoxicos

na fauna silvestre, especialmente em Testudines.

Apoio financeiro
O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagéo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior-Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.

Agradecimentos
Os autores agradecem a Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel

Superior - Brasil (CAPES) e ao Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Répteis e



65

Anfibios (RAN) do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (ICMBio) por

permitir a realizagéo deste estudo.

3.5. Referéncias

Alves-Junior, J.R.F., Lustosa, A.P.G., Bosso, A.C.S., Balestra, R.A.M., Bastos, L.F.,
Miranda, L.B., Santos, A.L.Q. 2012. Reproductive indices in natural nests of giant Amazon
river turtles Podocnemis expansa (Schweigger, 1812) (Testudiness, Podocnemididae) in the
Environmental Protection Area Meanders of the Araguaia river. Brazilian Journal of Biology.
72 (1) ,199-203.

Ayres, M., Ayres JR. M., Ayres, D.L., Santos, A.S. 2007. Biostat 5.0: Aplicagdes estatisticas
nas areas das ciéncias biologicas e médicas. Sociedade Civil Mamiraua - Belém, MCT-CNPq
— Brasilia. 364p.

Beckie, H.J., Flower, K.C., Ashworth, M.B. 2020. Farming without Glyphosate? Plants. 9
(96), 1-15.

Behmer, O.A., Tolosa, E.M.C., Freitas Neto, A.G. 1976. Manual de técnicas para histologia
normal e patoldgica. Sdo Paulo: EDART.

Bell, B.A., Spotila, J.R., Paladino, F.V., Reina, R.D. 2003. Low reproductive success of
leatherback turtles, Dermochelys coriacea, is due to high embryonic mortality. Biological
Conservation.115, 131-138.

Bonfanti, P., Saibene, M., Bacchetta, R., Mantecca, P., Colombo, A.A. 2018. Glyphosate
micro-emulsion formulation displays teratogenicity in Xenopus laevis. Aquatic
Toxicology.195, 103-113.

Bridi, D., Altenhofen, S., Gonzalez, J.B., Reolon, G.K., Bonan, C.D. 2017. Glyphosate and
Roundup® alter morphology and behavior in zebrafish. Toxicology. 392, 32-39.

Carneiro, C. C. 2012. Influéncia do ambiente de nidificacdo sobre a taxa de eclosdo, a duracéo
da incubacdo e a determinacédo sexual em Podocnemis (Reptilia, Podocnemididae) no
Tabuleiro do Embaubal Rio Xingu, Para. 54p. Disssertacdo de mestrado em Ecologia
Aquatica e Pesca - Programa de P6s-Graduacao em Ecologia Aquatica e Pesca, Universidade
Federal do Par, Belém, Para.

Carneiro, 1.V., Vieira, L.G.; Mendonga, J.M., Hirano, L.Q.L., Valdes, S.A.C., Menezes - Reis,
L.T., Santos, A.Q. 2019. Development of scleral ossicles in Podocnemis expansa (Testudines:
Podocnemididae) embryos exposed to atrazine. Drug and Chemical Toxicology. 14, 1-6.

Cedergreen, N., 2014. Quantifying synergy: a systematic review of mixture toxicity studies
within environmental toxicology. PloS One 9 (5), €96580.

Chambers, J.E, Carr, R. L. 1995. Biochemical mechanisms contributing to species differences
in insecticidal toxicity. Toxicology. 105, 291-304.



66

CONCEA - Controle de Experimentacdo Animal, 2018. Resolucdo normativa n°® 37, de 15 de
fevereiro de 2018. Baixa a Diretriz da Pratica de Eutanésia do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal - CONCEA. Diario Oficial da Uniao 1, 5.

Davis, D.D., Gore, U.R. 1936. Clearing and staining skeleton of small vertebrates. Field
Museum of Natural History. 4, 3-15.

Deeming, D.C., Ferguson, M.W. 1988. Environmental regulation of sex determination in
reptiles. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 322, 19-39.

De-Oliveira, J.S.P., Vieira, L.G., Carvalho, W.F., de Souza, M.B., de Lima Rodrigues, A.S.,
Simdes, Simdes, K., De Silva, D..M., Mendonga, J.S., Hirano, L.Q.L., Santos, A.L.Q.,
Malafaia, G. 2020 Mutagenic, genotoxic and morphotoxic potential of different pesticides in
the erythrocytes of Podocnemis expansa neonates. Science of The Total Environment, 737,
140304.

Diario Oficial Da Unido - Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento/Secretaria de
Defesa Agropecuaria/Departamento de Sanidade Vegetal e Insumos Agricolas/Coordenacéo-
Geral de Agrotoxicos e Afins. 2021. ATO N° 70, de 23 de dezembro de 2020. Publicado em:
11/01/2021, Edicdo: 6, Secdo: 1, Pagina: 7.

Diario Oficial Da Unido - Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento/Secretaria de
Defesa Agropecuaria/Departamento de Sanidade Vegetal e Insumos Agricolas/Coordenagao-
Geral de Agrotoxicos e Afins. 2019. ATO N° 91, de 26 de dezembro de 2019. Publicado em:
27/12/2019, Edicdo: 250, Se¢do: 1, Pagina: 3.

Dingerkus, G., Uhler, L. 1977. Differential staining of bone and cartilage in cleared and
stained fish using alcian blue to stain cartilage and enzymes for clearing fish. Stain
Technology, Baltimore. 52, 229 - 232.

Drake, P.M., Jourdeuil, K., Franz-Odendaal, T.A. 2020. An overlooked placode:
Recharacterizing the papillae in the embryonic eye of reptilia. Developmental Dynamics. 249,
164-172.

EFSA - European Food Safety Authority. 2017. Scientific Opinion on the state of the science
on pesticide risk assessment for amphibians and reptiles. EFSA Journal.

EFSA - European Food Safety Authority. 2015. Conclusion on the peer review of the
pesticide risk assessment of the active substance glyphosate. EFSA J. 13 (11), 4302.

Eisemberg, C.C., Machado, B,R.A., Famelli, S., Pereira, F.F., Diniz, B.V.C., Carl V,R. 2016.
Vulnerability of giant South American turtle (Podocnemis expansa) nesting habitat to climate-
change-induced alterations to fluvial cycles. Tropical Conservation Science. 9, 1-12.

Emery, J.P., Mitchell, N.J., Cogger, H., Agius, J., Andrew, P., Arnall, S., Detto, T., Driscoll,
D. A, Flakus, S., Green, P., Harlow, P., McFadden, M., Pink, C., Retallick, K., Rose, K.,
Sleeth, M., Tiernan, B., Valentine, L. E., Woinarski, J. Z. 2021. The lost lizards of Christmas
Island: A retrospective assessment of factors driving the collapse of a native reptile
community. Conservation Science and Practice, 3 (2) 1-20.

Faber, D. 2020. Poisoning the World for Profit: Petro-Chemical Capital and the Global
Pesticide Crisis, Capitalism Nature Socialism, 31(4), 1-17.



67

Farré, M., Gongcalves, C., Lacorte, S., Barcelo, D., Alpendurada, M., 2002. Pesticide toxicity
assessment using an electrochemical biosensor with Pseudomonas putida and a
bioluminescence inhibition assay with Vibrio fischeri. Anal. Bioanal. Chem. 373 (8), 696—
703.

Fernandes, C.L.F., Volcéo, L.M., Ramires, P.F., Moura, R.R., Da Silva Janior, F.M.R.2020.
Distribution of pesticides in agricultural and urban soils of Brazil: a critical review. Environ
Sci Process Impacts. 26; 22(2), 256-270.

Franz-Odendaal, T.A. 2020. Skeletons of the Eye: An Evolutionary and Developmental
Perspective. The anatomical record. 303, 100-109.

Franz-Odendaal, T.A., Vickaryous, M.K. 2006. Skeletal elements in the vertebrate eye and
adnexa: morphological and developmental perspectives. Developmental dynamics: an official
publication of the American Association of Anatomists. 235, 1244-1255.

Fu, Y., Li, M., Liu, C., Qu, J.P., Zhu, W.J., Xing, H.J., Xu, SW., Li, S., 2013. Effect of
atrazine and chlorpyrifos exposure on cytochrome P450 contents and enzyme activities in
common carp gills. Ecotoxicol. Environ. Saf. 94, 28-36.

Gardner, S.C., Oberdorster, E., 2006. Toxicology of reptiles: New perspectives. Taylor &
Francis, Boca Raton. CRC Press, p.328.

Gomes, A.S., Ferreira Junior, P.D. 2011. Management and relocation of nests of Podocnemis
expansa (Schweigger, 1812) (Testudines, Podocnemididae) on the Crixas-Ac¢u Riverbroad-
snouted. Brazil. Brazilian Journal of Biology. 71, 975-982.

Lopez Gonzélez, E.C., Larriera, A., Siroski, P.A., Poletta, G.L. 2017. Micronuclei and other
nuclear abnormalities on Caiman latirostris (Broad-snouted caiman) hatchlings after
embryonic exposure to different pesticide formulations. Ecotoxicology and Environmental
Safety, 136, 84-91.

Hall, B.K. 2015. Bones and cartilage: developmental and evolutionary skeletal biology,
second edition. Elsevier.

Héritier, L., Duval, D., Galinier, R., Meistertzheim, A.L., Verneau, O. 2017. Oxidative stress
induced by glyphosate-based herbicide on freshwater turtles. Environ. Toxicol. Chem. 36,
3343-3350.

Hirano, L.Q.L., Alves, L.S., Menezes-Reis, L.T., Mendonga, J.S., Simdes, K., Santos, A.L.Q.,
Vieira, L.G. 2019. Effects of egg exposure to atrazine and/or glyphosate on boné development
in Podocnemis unifilis (Testudines, Podocnemididae). Ecotoxicology and Environmental
Safety, 182, 109400.

IUCN - International Union For Conservation Of Nature And Natural Resources. 2011. IUCN
Red List of Threatened Species. Disponivel em:<http:\\www.redlist.org> Acesso em 22 de
junho de 2021.

Ji, Q., Lee, J., Lin, Y.H., Jing, G., Tsai, L.J., Chen, A., Hetrick, L., Jocoy, D., Liu, J. 2016.
Atrazine and malathion shorten the maturation process of Xenopus laevis oocytes and have an
adverse effect on early embryo development. Toxicol. Vitr. 32, 63-69.



68

Jourdeuil K., Franz-Odendaal T.A. 2016. Gene expression analysis during the induction and
patterning of the conjunctival papillae in the chick embryonic eye. Gene Expr Patterns. 22,
30-36.

Latorre, M.A., Gonzélez, E.C.L., Larriera, A., Poletta, G.L., Siroski, P,A. 2013. Effects of in
vivo exposure to Roundup® on immune system of Caiman latirostris. J Immunotoxicol. 10,
349-354.

Le Mer, C., Roy, R.L., Pellerin, J., Couillard, C.M., Maltais, D. 2013. Effects of chronic
exposures to the herbicides atrazine and glyphosate to larvae of the threespine stickleback
(Gasterosteus aculeatus). Ecotoxicol. Environ. Saf. 89, 174-181

Lenkowski, J.R., Mclaughlin, K.A. 2010. Acute atrazine exposure disrupts matrix
metalloproteinases and retinoid signaling during organ morphogenesis in Xenopus laevis. J.
Appl. Toxicol. 30, 582-589.

Lima, F.C., Vieira, L.G., Santos, A.L.Q., Desimone, S.B.S., Hirano, L.Q.L., Silva, JM.M,,
Romao, M.F. 2009. Anatomy of the scleral ossicles in Brazilian birds. Braz J Morphol Sci.
26, 165-1609.

Lima, J.A.M.C., Labanowski, J., Bastos, M.C., Zanella, R., Prestes, O. D., De Vargas, J. P.
R., L., Granado, E., Tiecher, T., Zafar, M., Troian, M., Le Guet, T., Dos Santos, D. R. 2019.
“Modern agriculture” transfers many pesticides to watercourses: a case study of a
representative rural catchment of southern Brazil. Environmental Science and Pollution
Research. 26, 6234-6243.

Lind, P. M., Milnes, M. R., Lundberg, R., Bermudez, D., Orberg, J., Guillette, L. J. Jr. 2004.
Abnormal Bone Composition in Female Juvenile American Alligators from a Pesticide-
Polluted Lake (Lake Apopka, Florida). Environmental Health Perspectives, 112 (3), 359-362.

Lépez-Gonzalez, E.C., Latorre, M.A., Larriera, A., Siroski, P.A., Poletta, G.L. 2013.
Induction of micronuclei in broad snouted caiman (Caiman latirostris) hatchlings exposed in
vivo to Roundup_ (glyphosate) concentrations used in agriculture. Pesticide Biochemistry and
Physiology. 105, 131-134.

Lorke D. 1977. Evaluation of skeleton, in: Neubert D., Merker H-J., Kwasigroch T.E. (Eds.),
Methods in prenatal 12 toxicology. Georg Thieme Publisher., Stuttgart,145-152.

Magalhaes, M.S. Desenvolvimento embrionario de Podocnemis expansa (Testudines:
Podocnemididae): descricdo do pronefro e mesonefro e diferenciacdo gonadal em ambiente
natural, Balbina, Amazonas. 2017. 162p. Tese de doutorado em Biologia de Agua Doce e
Pesca Interior - Programa de Pos-Graduacéo do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia,
Manaus, Amazonas.

Mansano, A.S., Moreira, R.A., Dornfeld, H.C., Freitas, E.C., VieirA, E.M., Daam, M.A.,
Rocha, O., Seleghim, M.H.R. 2020 . Individual and mixture toxicity of carbofuran and diuron
to the protozoan Paramecium caudatum and the cladoceran Ceriodaphnia silvestrii.
Ecotoxicology and Environmental Safety. 201, 110829.

Marco, A., Diaz-Paniagua, C., Hidalgo-Vila, J., 2004. Influence of egg aggregation and soil
moisture on incubation of flexible-shelled lacertid lizard eggs. Can. J. Zool. 82, 60-65.


http://informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/1547691X.2012.747233
http://informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/1547691X.2012.747233
http://informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/1547691X.2012.747233
http://informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/1547691X.2012.747233
http://informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/1547691X.2012.747233

69

Mestre, A.P., Amavet, P.S., Vanzetti, A.l., Moleon, M.S., Parachu Marc o, M.V., Poletta,
G.L., Siroski, P.A., 2019. Effects of cypermethrin (pyrethroid), glyphosate and chlorpyrifos
(organophosphorus) on the endocrine and immune system of Salvator merianae (Argentine
tegu). Ecotoxicol. Environ. Saf. 169, 61e67.

Mingo, V. 2018. The use of plant protection products and its impact on reptiles. 276p. Vom
Fachbereich VI (Raum- und Umweltwissenschaften) der Universitat Trier zur Erlangung des
akademischen Grades Doktor der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.) genehmigte,
Dissertation. Trier.

Mingo, V., Létters, S., Wagner, N. 2017. The impact of land use intensity and associated
pesticide applications on fitness and enzymatic activity in reptiles - A field study.
Environment International. 124, 284-293.

Muturi, E.J., Donthu, R. K., Fields, C.J., Moise, I.K., Kim, C.H., 2017. Effect of pesticides on
microbial communities in container aquatic habitats. Sci. Rep. 7, 44565.

Noden, D.M. 1988. Interactions and fates of avian craniofacial mesenchyme. Development
Supplement. 103, 121-140.

Norris, D., Michalski, F., Gibbs, J.P. 2020. Community based actions save Yellow-spotted
river turtle (Podocnemis unifilis) eggs and hatchlings flooded by rapid river level rises. PeerJ.
8, e9921.

Packard, M.J. 1980. Ultrastructural morphology of the shell and shell membrane of eggs of
common snapping turtles (Chelydra serpentine). J Morphol. 165, 197-204.

Packard, G.C., Packard, M.J., Birchard, G.F. 2000. Availability of water affects organ growth
in prenatal and neonatal snapping turtles (Chelydra serpentina). Journal of Comparative
Physiology B: Biochemical, Systemic, and Environmental Physiology. 170, 69-74.

Paganelli, A., Gnazzo, V., Acosta, H., Lépez, S.L., Carrasco, A.E. 2010. Glyphosate-based
herbicides produce teratogenic effects on vertebrates by impairing retinoic acid signaling.
Chem. Res. Toxicol. 23, 1586-1595.

Park, H., Lee, J.Y., Park, S., Song, G., Lim, W. 2020. Developmental toxicity of fipronil in
early development of zebrafish (Danio rerio) larvae: disrupted vascular formation with
angiogenic failure and inhibited neurogenesis. Journal of Hazardous Materials. 385, 121531.

Peveling, R., Demba, S.A. 2003 Toxicity and pathogenicity of Metarhizium anisopliae var.
Acridum (Deuteromycotina, Hyphomycetes) and fipronil to the fringe-toed lizard
Acanthodactylus Dumerili (Squamata: Lacertidae). Environmental Toxicology and Chemistry.
22 (7), 1437-1447.

Ribeiro, T.N.L.; Navarro, R.D. 2020. Transplantation of nest of Amazonian turtle
Podocnemis expansa (Schweigger, 1812). Bioscience Journal. 36 (6), 2255-2265.

Rich, C.N., Talent, L.G., 2009. Soil ingestion may be an important route for the uptake of
contaminants by some reptiles. Environ. Toxicol. Chem. 28, 311-315.



70

Saka, M., Tada, N. 2021. Acute and chronic toxicity tests of systemic insecticides, four
neonicotinoids and fipronil, using the tadpoles of the western clawed frog Silurana tropicalis.
Chemosphere. 270, 129418.

Santos, A.T., Valverde, B.S.L., De Oliveira, C., Franco-Belussi, L. 2021. Genotoxic and
melanic alterations in Lithobates catesbeianus (anura) tadpoles exposed to fipronil insecticide.
Environmental Science And Pollution Research. 28 (16), 20072-20081.

Schaumburg, L.G., Siroski, P.A., Poletta, G.L., Mudry, M.D. 2016. Genotoxicity induced by
Roundup® (Glyphosate) in tegu lizard (Salvator merianae) embryos. Pesticide biochemistry
and physiology. 130, 71-78.

Simoncini, M.S., Portelinha, T.C.G., Montelo, K.M., Falcon, G.B., Collicchio, E., Balestra, R.
AM., Luz, V.L.F., Malvasio, A. 2019. Avaliacdo da influéncia dos fatores ambientais
sazonais na reproducéo da tartaruga-da-amazonia (Podocnemis expansa): um estudo de caso
no Tocantins. In: Lacava, R. V., Balestra, R. A. M. (Ed.). Plano de Acdo Nacional para a
Conservacao dos Quelonios Amazoénicos, Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis. Ibama, Brasilia. 192p.

Simon-Delso, N., Amaral-Rogers, V., Belzunces, L.P., Bonmatin, J.M., Chagnon, M., Downs,
C., Furlan, L., Gibbons, D.W., Giorio, C., Girolami, V., Goulson, D., Kreutzweiser, D.P.,
Krupke, C.H., Liess, M., Long, E., McField, M., Mineau, P., Mitchell, E.A.D., Morrissey,
C.A., Noome, D.A,, Pisa, L., Settele, J., Stark, J. D., Tapparo, A., Van Dyck, H., Van Praagh,
J., Van der Sluijs, J.P., Whitehorn P.R., Wiemers M. 2015. Systemic insecticides
(neonicotinoids and fipronil): trends, uses, mode of action and metabolites. Environ Sci Pollut
Res Int. 22(1), 5-34.

Talent, L.G. 2005. Effect of temperature on toxicity of a natural pyrethrin pesticide to green
anole lizards (Anolis carolinensis). Environmental Toxicology and Chemistry. 24 (12), 3113-
3116.

USEPA - U.S. Environmental Protection Agency, 2005. Fipronil: Environmental Fate and
Ecological Effects Assessment and Characterization for Section 18 Registration of In-Furrow
Applications to Rutabaga and Turnips. PC Code: 129121. DP Barcode: D356402.

Valdes, S.A.C., Vieira, L.G., Ferreira, C. H., Mendonga, J. S., Ribeiro, P. R. Q., Fernandes, E.
A., Santos, A. L.Q. 2015. Effects of Exposure to Methyl Parathion on Egg Hatchability and
Eggshell Chemical Composition in Podocnemis expansa (Testudines, Podocnemididae).
Zoological Science. 32, 135-140.

Vieira, L.G. Ontogenia dos 0ssos do esqueleto da tartaruga-da-amazonia Podocnemis expansa
Schweigger, 1812 (Testudines, Podocnemididae). 2008. 164p. Dissertacdo de mestrado em
Saude Animal - Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia, Minas Gerais.

Vogt, R.C.; Fagundes, C.K.; Bataus, Y.S.L.; Balestra, R.A.M.; Batista, F.R.W.; Uhlig, V.M.;
Silveira, A.L.; Bager, A.; Batistella, A.M.; Souza, F.L.; Drummond, G.M.; Reis, 1.J,;
Bernhard, R.; Mendonga, S.H.S.T.; Luz, V.L.F. 2015. Avaliacéo do Risco de Extingéo

de Podocnemis expansa (Schweigger, 1812) no Brasil. Processo de avaliagdo do risco de
extin¢do da fauna brasileira. ICMBIio. Ministério Do Meio Ambiente. Brasilia.



71

Wang X., Martinez M.A., Wu Q., Ares |., Martinez-Larrafiaga M.R., Anadén A., Yuan Z.
2016. Fipronil insecticide toxicology: oxidative stress and metabolism. Crit Rev Toxicol. 46,
876-899.

Wilkie, A.O. 2003. Why study human limb malformations?. Journal of anatomy. 202, 27-35.
Wilkinson, L. 1990. Systat: The system for statistics. 1990. Systat Inc., Evanston. 1, 822.

Zhang, W. 2018. Global pesticide use: Profile, trend, cost/benefit and more. Proceedings of
the International Academy of Ecology and Environmental Sciences, 8(1): 1-27.

Zhang, W., Jiang, F., Ou, J. 2011. Global pesticide consumption and pollution: with China as
a focus. Proc Int Acad Ecol Environ Sci 1(2):125-144.



72

Capitulo 4 - Reducdo da umidade, proteina bruta e aumento do extrato etéreo da casca
de ovos de Podocnemis expansa em exposicao as formulacdes comerciais de glifosato e

fipronil

Resumo

A casca dos ovos de Testudines apresenta extrema importancia para o desenvolvimento e
protecdo do embrido. Sua avaliacdo pode servir como biondicador para investigar os efeitos
de substancias lancadas no ambiente, que podem alterar sua forma, tamanho, estrutura e/ou
composi¢do quimica. No entanto, informagdes a respeito dos impactos de contaminantes
ambientais em répteis sdo escassos e ndo se sabe o0s reais efeitos destes nas cascas de ovos
durante o periodo embrionario. Desse modo, objetivou-se testar a hipotese de que a incubacgéo
de ovos de Podocnemis expansa em substrato contendo glifosato e fipronil altera a
composic¢do quimica de matéria mineral e seca, proteina bruta, nitrogénio e extrato etéreo.
Para tal fim, ovos foram coletados em érea de reproducdo natural da espécie e incubados
artificialmente em areia umedecida, com &gua contaminada com glifosato Atar 48 nas
concentragdes de 65 ou 6500ug/L, fipronil Regent 800WG nas concentracfes de 4 ou
400ug/L, ou sua associagdo. A exposi¢cdo combinada se deu a partir de 65ug/L de glifosato e
4ug/L de fipronil e 6500ug/L de glifosato com 400ug/L de fipronil. As coletas das cascas
ocorreram no 44° dia de incubacéo, quando iniciou a eclosdo do grupo controle. O material foi
colocado em estufa para secagem, posteriormente foi triturado e preparado para 0s
procedimentos conforme o Compéndio Brasileiro de Nutricdo Animal. Os resultados do
presente estudo demonstram que a exposicdo aos agrotoxicos testados, isoladamente ou em
associacao, alterou a composicdo quimica da casca de P. expansa, reduzindo o teor de
umidade e proteina bruta da casca dos ovos e elevou niveis de extrato etéreo.
Palavras-Chave: Agrotdxicos, Bromatologia, Ecotoxicologia, Répteis, Tartaruga-da-

Amazo0nia.

4.1. Introducao

A casca dos ovos de répteis realiza um papel fundamental ao oferecer uma barreira de
protecdo a infeccdo microbiana e a perturbacédo fisica, controle da troca de 4gua e de gases
pelos poros, e por constituir uma importante reserva de minerais para 0 embrido durante o
desenvolvimento (Kusuda et al., 2013; Ferreira et al.,, 2016; D’ Alba et al., 2021). A

determinacdo dos constituintes quimicos dessa estrutura oferece informacgdes sobre as
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condicBes adequadas dos ovos e dos ninhos, bem como as substancias nutritivas disponiveis
para o embrido (Sahoo et al., 1998; Ferreira et al., 2016).

Na maioria dos ovos de répteis, a estrutura da casca é organizada em camadas. A
estratificacdo mais interna é a organica, formada por tecido conjuntivo fibroso, e a mais
externa é a calcaria, composta por Vvarios tipos de minerais (Kitimasak et al., 2003). A casca é
composta principalmente por célcio, magnésio, fosforo, oxigénio, extrato etéreo (gordura
bruta), proteinas e nitrogénio, que se organizam de acordo com a espécie (Kitimasak et al.,
2003, Cusack et al., 2003). Além disso, fatores como disfuncéo fisioldgica ou nutricional das
fémeas, presenca de substancias nocivas no local do ninho, umidade ambiente inadequada,
abrasdo por particulas do solo, degradacdo microbiana extrinseca e até mesmo atividades
intrinsecas podem produzir modificagdes na composicdo quimica e estrutura da casca de ovos
(Van Der Oost et al., 2003; Ferreira et al., 2016).

O estudo das cascas dos ovos de répteis chama atengdo de pesquisadores devido as
suas particularidades. Packard et al. (1982) e Booth,e Yu (2009) verificaram a influéncia da
umidade ambiente na troca de dgua entre ambiente externo e interno dos ovos; Wink e Elsey
(1994) estudaram a morfologia de cascas de ovos viaveis e ndo viaveis do Alligator sinensis e
Campos-Casal et al. (2020) avaliaram a composi¢do quimica e microestrutura de cascas de
ovos recentemente ovipositados de Salvator merianae. Em Testudines, Kusuda et al. (2013)
classificaram as cascas dos ovos a partir de sua camada calcéria, e Deeming (2018) constatou
que o local de nidificacdo pode alterar as caracteristicas da casca de ovos desses animais. Ja
D’Alba et al. (2021) verificaram que a morfologia da casca do ovo de répteis evoluiu para
proteger as cascas de danos fisicos e dessecacdo, encontrando uma relacdo positiva entre
espessura e precipitacdo, e uma relagdo negativa entre porosidade e temperatura.

Com relacdo aos impactos de contaminantes ambientais ha composicdo quimica das
cascas de ovos de Testudines, ha escassas informacfes a respeito na literatura. No entanto,
sabe-se que a avaliacdo dessas estruturas pode servir como biondicador dos efeitos nocivos
dos agrotoxicos, assim como prever efeitos deletérios nos animais oviparos (Oost et al.,
2003). A exposi¢do Unica a altas concentragfes de glifosato (68 a 11,206ug/L) e parationa
metilica (35, 350 e 3500ug/L) diminuiu as taxas de eclosdo de Trachemys scripta elegans e
Podocnemis expansa, (Sparling et al., 2006; Valdes et al., 2015), sendo que a parationa
metilica reduziu ainda os niveis de gordura total das cascas durante a incubacao.

Representante dos Testudines, a espécie Podocnemis expansa, popularmente
conhecida como tartaruga-da-Amazénia, € um animal oviparo aquatico que nidifica em

ambientes terrestres proximos a corpos d’agua, como praias fluviais ou costeiras, solo barroso
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ou areno-argiloso (Dupre et al., 2007). Sua eficiéncia reprodutiva pode ser afetada por fatores
ambientais como modificagbes na temperatura e umidade do substrato do ninho, bem como
acOes antropicas, como a presenca de produtos quimicos na agua (Alves-Janior et al., 2012).

Os impactos que 0s agrotoxicos podem causar tornaram-se um relevante problema
ambiental e de satde publica diante do uso intenso e difuso destes produtos no Brasil e em
todo o mundo (Ministério Da Saude, 2018). Dentre os agrotoxicos mais comercializados no
pais, destacam-se o herbicida glifosato e o inseticida fipronil (Beckie et al., 2020). O primeiro,
de aplicacdo pds-emergencial nas plantas invasoras de diversas culturas, vem aumentando sua
utilizacdo no Brasil, devido principalmente a expansdo do cultivo da soja transgénica e a
resisténcia adquirida por plantas daninhas (ABRASCO, 2015). O fipronil, é largamente
utilizado em diversas culturas e pode deixar residuos no ambiente quando utilizado em grande
quantidade, principalmente nos recursos hidricos proximos as areas de aplicacdo (Chaulet et
al, 2019; Gupta e Anado’, 2018).

Tendo em vista a ampla distribuicdo e abundancia de P. expansa em habitats que
possam estar contaminados por agrotoxicos e a importancia da casca dos ovos para seu
sucesso reprodutivo, objetivou-se identificar possiveis alteracbes na matéria seca (MS) e
mineral (MM), proteina bruta (PB), nitrogénio (N) e extrato etéreo (EE) das cascas dos ovos
de P. expansa incubados em substrato expostos a diferentes concentragdes de glifosato e
fipronil. Supde-se que tais agrotoxicos, individualmente e/ou em associacdo, alterem a

composicao quimica das cascas de ovos, causando prejuizo para a espécie.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Coleta das cascas e andlise da composi¢ao quimica

O dia de colocacdo dos ovos nas caixas de incubacao foi considerado dia 0 (zero). As
coletas foram realizadas no 44° dia de incubacdo, quando iniciou a ecloséo do grupo controle.
Os embrides foram eutanasiados de forma humanitaria, conforme determinagédo Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, 2012). As carcacas foram utilizadas em outro
estudo de analise de desenvolvimento embrionario (Mendonca et al. 2021, ndo publicado).

Ap0s a retirada dos embrides por meio de uma abertura feita com tesoura cirurgica, 10
cascas dos ovos de cada tratamento foram limpas manualmente sob &gua corrente para
remoc&o de residuos, tais como restos de membrana corioalantoide e substrato de incubacéo,
armazenadas em pequenos sacos plasticos identificados por cada tratamento e congeladas a -

10°C. Posteriormente, apds descongelamento foi realizada a secagem do material em estufa a
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80° C por 24 horas, trituracdo manual das cascas de ovos e pesagem das mesmas, gerando trés
amostras (repeti¢des) para cada tratamento. Foram realizadas as andlises de matéria seca (MS)
e mineral (MM), proteina bruta (PB) pelo método de Kejdhal e extrato etéreo (EE) através do
Extrator Shoxlet seguindo metodologia referenciada pelo Compéndio Brasileiro de
Alimentacdo Animal (2009) e conduzidas no Laboratério de Nutricdo Animal
(LAMRAJ/UFU).

4.2.2. Analise estatistica

A comparacdo da composicdo quimica das cascas entre os diferentes grupos foi
realizada utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov para analisar a normalidade dos dados. Em
sequéncia foi utilizado o teste de Andlise de Variancia (ANOVA) ou o teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis, com post-hoc de Tukey ou de Dunn, respectivamente, por meio do
software SYSTAT 10.2 (Wilkinson, 1990). Para todas as analises, as diferencas foram

consideradas significativas ao nivel de 5% de significancia.

4.3. Resultados e Discussao

Os resultados de analises bromatoldgicas estdo descritos na Tabela 4-1. Destaca-se que
0 grupo controle, onde os ovos foram incubados em um ambiente sem contaminagdo de
glifosato e ou fipronil, o teor de matéria seca e matéria mineral foram significativamente
menores do que as cascas dos ovos nos demais tratamentos. Apesar dos tratamentos G1 e G2
apresentarem ainda semelhanca de resultado com o controle, é possivel inferir que os

agrotoxicos foram responsaveis por reduzir o teor de dgua das cascas.

Tabela 4-1. Média e desvio padrdo, em porcentagem, da composi¢do quimica de cascas de
ovos de Podocnemis expansa expostos aos agrotdxicos glifosato, fipronil, isolados ou em
associacdo, durante a incubacéo artificial.

MM MS PB N EE
C 43,31 + 6,507 94,23 + 0,732 54,07 + 10,03 8,65 + 1,65° 0,17 + 0,032
G1 52,96 + 9,05 9520 +0,922°  41,35+0,48* 659 +0,11P 0,71 + 0,05°
G2 58,25+ 4,77%° 9589 +0,26°¢  40,88+3,32*®  654+0,53° 0,26 + 0,009%¢
F1 59,20 + 3,43 96,43 + 0,41°¢ 33,65 + 6,38° 5,38 +1,02° 2,01 + 0,09°
F2 63,02 +4,26° 96,63 +0,52°¢ 29,99 + 4,47° 4,79 +0,71° 2,02 +0,07¢
GF1 59,65+ 4,74° 96,55 + 0,10°¢ 36,11 + 9,03° 5,78 + 1,44° 0,45 +0,13°
GF2 65,96 + 1,76° 96,82 + 0,28° 32,61+1164° 521+1,86° 0,09+ 0,0002?

ab.cdTratamentos com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente a nivel de 0,05 pelo teste de
Tukey ou de Dunn.
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(EE) extrato etéreo; F1: fipronil 4ug/L; F2: fipronil 400pg/L; G1: glifosato 65ug/L; G2: glifosato 6500ug/L;
GF1: G1 associado a F1; GF2: G2 associado a F2; (MM) matéria mineral; (MS) matéria seca;(N) nitrogénio;
(PB) proteina bruta.

Tanto a matéria seca quanto a matéria mineral dos grupos tratados apresentaram taxas
superiores se comparadas ao grupo controle, o que indica diminuicdo na taxa de umidade dos
grupos expostos aos contaminantes. Na natureza, o sucesso de ecloséo de P. expansa depende
diretamente da disponibilidade de 4gua do ambiente para 0 embrido e em condi¢cdes com
escassez de umidade, os ambientes podem ser impréprios para a incubagdo, o que pode
ocasionar mortes e possiveis defeitos embrionarios (Webb et al., 2006; Ferreira et al., 2016).
Neste experimento, no entanto, a perda de agua, entre um e dois porcento, parece estar
associada exclusivamente aos tratamentos com contaminacGes e ndo ao desenvolvimento
embrionéario. De acordo com os resultados obtidos com as anélises de desenvolvimento das
carcacas advindas do presente estudo (Mendonca et al., 2021, ndo publicado) e corroborando
estudos de Ferguson (1981), é possivel ainda inferir que o aumento da matéria seca nos
grupos contaminados pelos agrotoxicos reflete a deficiéncia da mobilizacdo de macro e
microelementos para embrido, nutrientes estes essenciais para o seu desenvolvimento.

No presente trabalho, a coleta das cascas para analise ocorreu no dia 44 de incubacao,
0 que pode explicar resultados diferentes dos encontrados por outros autores que analisaram
as cascas dos ovos da mesma espécie apos o término do periodo de incubacdo artificial. De
acordo com Ferreira et tal. (2016), a média da taxa de matéria mineral em ovos de P. expansa
advindos de dois ninhos diferentes e incubados artificialmente sem adi¢do de contaminantes
foi de 20,34%, com a eclosdo ocorrendo entre 50 & 60 dias. J& Souza (2015) verificaram
valores bem discrepantes para outra espécie, P.unifilis, sendo a porcentagem de matéria
mineral 87,47% no periodo pré-eclosdo e 70,21% no pos-eclosdo, respectivamente. Vale
ressaltar que apesar de serem espécies do mesmo género elas apresentam ovos com
caracteristicas bastante distintas em relacdo ao tamanho, formato, espessura, textura,
porosidade e possivelmente, composicdo quimica.

Na proteina bruta (Tabela 4-1) verifica-se que a sua presenca é ainda maior que a
materia mineral (MM), constituindo cerca de 57% da matéria seca da casca do grupo controle.
Muito embora os tratamentos G1 e G2 mostram semelhanca aos resultados do grupo controle
(C), sdo também semelhantes aos demais tratamentos contaminados com fipronil e suas
associag0es com glifosato. Desta forma sugere que a contamina¢do do meio ambiente da
incubacdo artificial reduziu significativamente a concentragdo de proteina bruta da casca.

Como esta proteina é determinada a partir da concentracdo de nitrogénio e o comportamento
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deste, como esperado, também acompanhou a mesma reducéo significativa, sugere-se que a
presenca destes contaminantes lixiviou parte desta proteina bruta ou mesmo parte deste
nitrogénio, uma vez que ndo fora determinada a concentracdo de nitrogénio proteico e nédo
proteico.

Niveis inferiores de proteinas presentes na casca dos ovos podem causar deficiéncia
para 0 embrido, ocasionando um desenvolvimento lento e comprometendo fungdes
importantes no metabolismo. Em andlise das carcacas advindas do presente estudo
(Mendonca et al., 2021, ndo publicado), verificou-se menor biomassa corpérea, retardo no
desenvolvimento e malformag6es dsseas em todos os embrides expostos ao glifosato, fipronil
e suas associacdes. Os resultados do presente estudo séo corroborados ainda por Ferreira et al.
(2016) com concentracdes semelhantes ao do grupo controle em analises de casca de ovos de
P. expansa em incubacdo livre de contaminantes (49,90%). De acordo com Cox et al. (1984),
alteracOes nas taxas de proteina das cascas de ovos causam modifica¢cdes no calcio associado,
0 que pode comprometer desde a estrutura e conformidade dos ovos como a formacéo Gssea
dos embries.

Com relacdo a concentracdo de extrato etéreo, no grupo Controle observou-se niveis
muito baixos, cerca de 0,17 + 0,03, ou seja uma amplitude de 0,14 a 0,20%, o que pode ser
considerado como uma fracdo sem importancia na composicao da casca ou até mesmo uma
pequena translocacdo de lipidio do conteddo interno do ovo. Com relacdo aos demais
tratamentos, as concentracGes lipidicas encontradas ndo permitem estabelecer uma relagédo
entre 0s contaminantes e suas concentracfes testadas. A exposicdo ao fipronil alterou os
niveis de extrato etéreo na casca dos ovos de P. expansa ao longo da incubacdo, produzindo
aumento de 1.176% no teor deste componente, independentemente da concentracdo de
exposicdo. Ja o glifosato apresentou um aumento de lipidio de 418% no tratamento G1 e de
153% no tratamento G2, em relacdo a concentracdo na casca dos ovos do Controle.

Nossos resultados diferem de Valdes et al., (2015), ao concluirem que o inseticida
parationa metilica reduz os niveis de gordura total das cascas durante a incubacdo. Por outro
lado, como o embrido se encontra em desenvolvimento no conteddo interno, em especial no
saco vitelinico, e é nesse local que h& grande presenca de lipideos, infere-se que a presenca
destes contaminantes na casca poderiam atrair gordura a partir do conteudo interno do ovo.
Em trabalho de Ferreira et al. (2016), os autores encontraram concentracdo de 0,07% de
extrato etéreo no grupo controle em analises de casca de ovos de P. expansa em incubagéo
livre de contaminantes, reforcando a hipdtese de uma fracdo sem importancia ou mesmo

advinda do conteudo interno do ovo.
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Trabalhos semelhantes sobre avaliagdo da composic¢do quimica de ovos de P. expansa
em incubacdo artificial com exposicdo aos agrotoxicos atrazina (2, 20 e 200ug/L) e parationa
metilica (35, 350 e 3500ug/L), também apresentaram diferenca entre teores de extrato etéreo
(Souza, 2013; Valdes et al., 2015). Em ambos os trabalhos houve contaminacdo do substrato
apenas no primeiro dia de incubacdo, mas De Solla e Martin, (2011) demonstraram que a
absorcédo de pesticidas nos ovos durante a incubagdo aumenta com a magnitude e duragéo da
exposicdo, o0 que pode justificar o maior impacto na composicdo das cascas do presente
estudo.

A exposicao ao fipronil alterou os niveis de extrato etéreo na casca dos ovos de P.
expansa ao longo da incubacdo, sendo mais toxico e produzindo aumento significativo no teor
deste componente, independentemente da concentracdo de exposicdo. Sabe-se que a casca
desempenha a importante funcdo de transporte de gases e liquidos durante a incubacao
(Andréa, 2008; Ferreira et al., 2016). Deste modo infere-se que um aumento no extrato etéreo
afetard 0s mecanismos e/ou taxas de transporte, podendo interferir no desenvolvimento
embrionario, verificado nas analises dos embrifes advindos dos ovos expostos no presente
estudo (Mendonca et al. 2021, ndo publicado). Répteis com ovos de casca flexivel, como P.
expansa, sdo mais sensiveis a variacdo hidrica no ambiente, e 0 metabolismo embrionéario é
diretamente afetado pela disponibilidade de agua (Packard et al., 1982). Com o aumento da
gordura total, o transporte da &gua através da casca pode ser minimizado (Packard et al.,
1980), corroborando os resultados da analise de matéria mineral e matéria seca deste estudo.

Variagbes na quantidade de lipidios em um organismo podem servir como
biomarcadores para avaliacdo de respostas bioldgicas que indiquem exposi¢do a agrotoxicos
(Andréa, 2008). De forma paralela, maiores investigacdes podem determinar valores
esperados de extrato etéreo em cascas de ovos de répteis e identificar padrbes de alteracdes
provocados por agrotoxicos, permitindo sua utilizagdo como biomarcador de contaminacao
ambiental (Andréa, 2008, Ferreira et al., 2016).

Em estudo referente a composicao quimica dos ovos de Testudines verificou-se que a
casca confere tdo bem o isolamento do embrido a partir do ambiente que nem mesmo a
umidade externa pode influenciar no desenvolvimento dos filhotes, a ndo ser em condicdes
extremas (Lesem e Dmi'el, 1986). No entanto, apesar de ser uma importante barreira de
protecdo para o embrido contra agrotdxicos, em relacdo a formacdo do esqueleto axial e
genotoxicidade, estudos demonstram que a casca ndo impediu que 0s agrotoxicos
alcangassem o contetdo interno do ovo e promovessem alteracGes em ossiculos esclerais e

nas hemacias de embriGes de P. expansa expostos a diferentes agrotoxitos (Carneiro et al.,
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2019; De OL.iveira et al., 2020; Mendonga et al., 2021, ndo publicado). Esses ultimos achados
ressaltam a importancia de avaliagéo dos efeitos dessas substancias na capacidade de protecédo
das cascas, ao alterar sua composi¢cdo quimica.

De modo geral, as alteracdes evidenciadas na constituicdo quimica da casca de ovos
de P. expansa submetidas aos contaminantes sugerem que 0s agrotdxicos comerciais
Glifosato Atar 48® e Fipronil Regent® 800WG interferiram na dinamica destes constituintes
ao longo da incubacdo, ndo havendo sinergismo na associacdo de ambos 0s agrotoxicos em
comparagdo com a exposicao a cada um isoladamente. Os resultados corroboram Kalipci et al.
(2010) que afirmam que entre os fatores que podem influenciar as alteragdes nos constituintes
das cascas dos ovos estd a contaminagdo dos ninhos com substancias agrotoxicas, apesar de
estudo da reconstrucdo do estado ancestral da casca de Testudines ter demostrado que 0S 0v0s
se tornaram menos finos e porosos ao longo do tempo evolutivo (D’ Alba et al., 2021) o que
poderia amenizar efeitos dos contaminantes nos embrides. Todavia, ndo sdo bem conhecidos
0s possiveis efeitos ecoldgicos dos agrotdxicos e tampouco sua interferéncia nas cascas dos
ovos de P. expansa ou em outros repteis, sendo assim, de fundamental importancia
investigacOes sobre os riscos ambientais e ecoldgicos em razdo do uso destes contaminantes

na agricultura.

4.4. Concluséo

A exposicdo continuada de ovos férteis da espécie Podocnemis expansa aos
agrotoxicos comerciais glifosato, fipronil e associacdo, durante 44 dias de incubacéo artificial,
interferiu acarretando reducdo no teor de umidade, proteina bruta e aumento do extrato etéreo
na casca dos ovos. Tendo em vista a importancia dessa estrutura para o desenvolvimento e
sucesso reprodutivo da espécie, sugere-se mais estudos a respeito dos verdadeiros impactos

desses contaminantes em organismos ndo-alvo afim de evitar maiores danos a biodiversidade.
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Capitulo 5 - Mutageneicidade, hepatotoxicidade e neurotoxidade dos pesticidas glifosato
e fipronil em neonatos de Tartarugas-da-Amazonia (Podocnemis expansa)

Resumo:

Os agrotoxicos sao considerados como um dos principais causadores de declinio populacional
de répteis em todo o mundo. Dentre esses animais, as tartarugas de agua doce séo
particularmente susceptiveis a contaminacdo aquatica. Nesse contexto, objetivou-se investigar
0s potenciais efeitos mutagénico, hepatoxico e neurotdxico em neonatos de P. expansa
expostos a substrato contaminado com diferentes concentragbes de glifosato e/ou fipronil
durante incubagéo artificial. Para isso, ovos coletados no ambiente natural foram incubados
artificialmente em areia umedecida com agua contendo glifosato Atar 48 nas concentracdes
de 65ug/L ou 6500ug/L e fipronil Regent 800WG a 4ug/L ou 400ug/L, ou sua associacdo. A
exposicdo combinada se deu a partir de 65ug/L de glifosato e 4ug/L de fipronil e 6500ug/L
de glifosato com 400ug/L de fipronil. Para andlise de mutagenicidade foi avaliado a
frequéncia de micronicleo (MN) e demais anormalidades nucleares eritrocitarias (ENAS),
enquanto que para avaliacdo de hepatotoxicidade e neurotoxidade, foi analisado figados e
encéfalos de neonatos de P. expansa dos grupos experimentais. Os resultados do presente
estudo demonstram que a exposicdo aos agrotdxicos testados, isoladamente ou em
combinacdo, resultam em aumento na frequéncia de anomalias nucleares eritrocitérias, sendo
0 nucleo com brotamento, deslocado e entalhado, as anormalidades mais presentes. Em
analises histopatoldgicas, as alteracdes foram evidenciadas sobretudo nos individuos expostos
ao fipronil, sendo que o tecido hepéatico apresentou alteracdes estruturais de congestdo e
infiltrado inflamatorio, e no encéfalo foram verificadas as alteracfes de congestdo e necrose.
Em conclusdo, o presente estudo confirma a hipdtese de que a incubag¢do dos ovos em
substrato poluido com glifosato e fipronil acarreta danos citogenéticos e histopatol6gicos nos
neonatos de P. expansa, evidenciando a importancia de se utilizar diferentes biomarcadores
para avaliar os efeitos ecotoxicologicos destes pesticidas em Testudines.

Palavras-Chave: Anormalidades eritrocitarias, ecotoxicologia, histopatologia, micronucleo,

Testudines.

5.1. Introducéo

A perda da biodiversidade global causada sobretudo pela poluicdo ambiental é uma

ameaca iminente para muitos grupos taxondmicos de vertebrados, incluindo os répteis (Bohm
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et al. 2013; Mingo 2017). De acordo com a Unido Internacional para a Conservacdo da
Natureza (IUCN), estima-se que 15-32% da diversidade mundial de répteis esteja ameacada
(Cox e Temple 2009; Mingo 2019), sendo os agrotoxicos um dos principais causadores de
declinio populacional desse taxon em todo o mundo, juntamente com perda e degradacdo de
habitat, espécies invasoras introduzidas, doencas, uso insustentavel e mudancas climaticas
globais (Bohm et al. 2013; Mingo et. al., 2017; Mingo 2019). Frequentemente herbicidas a
base de glifosato sdo utilizados para a dessecacao de areas para o cultivo de arroz, soja e
milho, entre outras culturas, enquanto, o inseticida fipronil é usado para tratar as sementes das
mesmas culturas (Chaulet et al, 2019).

Representando o taxon menos estudado entre os grupos de vertebrados,
correspondendo a menos de 1% dos estudos de ecotoxicologia (Sparling et al., 2010; Mingo
2019), muitas espécies de répteis sdo caracterizadas pela fidelidade as suas pequenas areas de
vida, frequentemente apresentando baixas capacidades de dispersdo com poucas habilidades
para escapar da exposicdo a pesticidas (Southwood e Avens, 2009; Mingo et. al., 2017).
Apesar de serem escassos 0s estudos sobre os efeitos toxicoldgicos de pesticidas em répteis,
ja foram observados efeitos potencialmente letais (Chang et al., 2016; Weir et al., 2014,
Emery et al. 2021) bem como diversos efeitos subletais. Estes tltimos integram uma série de
implicagbes que vdo desde respostas hormonais e enzimaticas, estresse oxidativo, reagdes
fisiologicas e imunoldgicas, alteracbes morfoldgicas, prejuizos na fertilidade,
desenvolvimento e desempenho locomotor (Hopkins e Winne, 2006; Amaral et al., 2012;
Bicho et al., 2013; Carpenter et al., 2016; Schaumburg et al., 2016; Latorre et al., 2016;
Mingo et. al., 2017; Hirano et al., 2019).

Sendo um importante modelo para estudos toxicoldgicos, as tartarugas de agua doce
desempenham papé€is importantes nos ecossistemas por meio de sua grande biomassa, alta
produtividade secundéria e contribuicdo para o fluxo de energia dentro e entre os ecossistemas
(Lovich et al., 2018; Forero-Medina et al., 2019). A espécie Podocnemis expansa em
particular, conhecida popularmente como tartaruga-amazoénica, consiste no maior Testudines
de &gua doce da Ameérica do Sul, apresentando ampla distribuicdo pelos rios Orinoco e
Amazonas em oito paises (Vogt, 2008; Vogt et al., 2015; Santos e Fiori, 2020). Esta espécie é
particularmente vulneravel, ja que possui uma extensa histéria de exploracdo com a instalacao
humana ao longo desses rios e a comercializacdo de sua carne e ovos, 0 que resultou em
populacdes esgotadas em toda a area de distribuicdo da espécie (Santos e Fiori, 2020).

Como os pesticidas podem causar efeitos adversos em diversos tipos de organismos, a

analise morfologica de células sanguineas, particularmente eritrocitos, tornou-se um
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importante biomarcador de contaminagdo ambiental (L6pez Gonzalez, 2017; Lopes et al.,
2021). A avaliacdo de microndcleo (MN) é uma técnica amplamente utilizada para avaliar
aberracBes cromossdmicas estruturais e numéricas induzidas por agentes clastogénicos e/ou
aneugénicos (Lopez Gonzalez, 2017). Sendo um exemplo extremo de atipia nuclear, o MN
consiste em uma estrutura nuclear isolada separada do nucleo principal (Kwon et al., 2020).
Seu surgimento ocorre por meio de cromossomos atrasados ou fragmentados causados por
erros mitoticos ou danos ao DNA (Fenech et al., 2011; Mesak et al., 2019). Complementar ao
teste de MN, as andlises de demais anormalidades nucleares eritrocitarias (ENASs) sédo
incluidas nas avaliagdes de genotoxicidade, fornecendo evidéncias sobre os potenciais efeitos
mutagénicos de agentes quimicos, fisicos e bioldgicos (Schaumburg et al., 2016; Russo e
Degrassi, 2018; Lopes et al., 2021).

Analises histopatoldgicas de o6rgaos essenciais como o figado e encéfalo também
desempenham um papel vital para estudos ecotoxicolégicos. O figado em animais
ectotérmicos apresenta tanto os hepatdcitos quanto células melanomacréfagos que atuam na
limpeza do organismo auxiliando nos processos inflamatorios, na remocdo de eritrocitos
velhos e na transformacdo de substancias e/ou moléculas estranhas para sua excrecdo (Steinel
e Bolnick, 2017; Lopes et al., 2021). Com relacdo ao encéfalo, muitas vezes ignorado em
estudos de ecotoxicidade, a ocorréncia de comportamentos neurotoxicos esta intimamente
relacionadas ao acimulo de agrotdxicos no cérebro e o comprometimento deste tecido pode
levar a reducdo de sua funcdo, alterando fisiologia e o comportamento (Lakshmaiah, 2017).

AlteracOes genéticas e/ou histopatoldgicas hepaticas e cerebrais ja foram evidenciadas
em diversos estudos com répteis (LOpez Gonzélez et al. 2017; Mesak et al. 2019, Araujo et
al., 2019; De-Oliveira et al., 2020, Verderame e Scudiero, 2019, Lopes et al. 2021), no
entanto, pouco se sabe sobre os reais impactos biolégicos advindos da exposicdo indireta de
agrotoxicos e sua associacdo na salde de répteis aquaticos. Sendo o glifosato e fipronil os
agrotoxicos mais utilizados no Brasil e no mundo (Simon-Delso et al., 2015; Beckie et al.,
2020) e frequentemente encontrados em corpos hidricos (Chaulet et al., 2019, Agostini et al.,
502020), objetivou-se investigar os potenciais efeitos mutagénico, hepatoxico e neurotoxico
em neonatos de P. expansa expostos a substrato contaminado com diferentes concentragoes

de glifosato e/ou fipronil durante incubacéo artificial.

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Coleta de Materiais Biologicos
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A incubacdo dos ovos durou 54 dias e, apds o periodo de eclosdo, os recém-eclodidos
foram mantidos durante cinco dias dentro das incubadoras em bandejas com &gua. Os
neonatos de P. expansa foram submetidos a contencdo fisica e anestesiados seguindo 0s
critérios propostos pela American Society of Ichthyologists and Herpetologists. Por meio de
uma agulha de seringa esterilizadas (13x 0,30 comprimento - 30G %2 descartavel), procedeu-se
a coleta de 30ul de sangue periférico do seio venoso supraoccipital (Medeiros, 2012). Em
sequida, foram realizados esfregacos sanguineos em laminas previamente higienizadas (trés
laminas por animal — n=15/grupo) para analise de microndcleos e demais anormalidades
nucleares eritrocitarias.

A eutanasia foi realizada conforme previsto na resolugdo do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria n° 1000/2012, mediante sobredose de tiopental sédico (Thiopentax®,
Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil), administrado por via
intracelomética (CONCEA, 2018). Imediatamente ap0s a eutanasia, figado e cérebro foram
coletados para histopatologia.

5.2.1.1. Teste de micronucleo e outras anormalidades nucleares eritrocitarias

A andlise de eritrécitos circulantes periféricos maduros foi realizada em cinco
neonatos de cada tratamento (n=5) para avaliacdo da mutagenicidade de individuos expostos
as formulacdes comerciais de glifosato e/ou fipronil. Trés esfregacos foram obtidos de cada
amostra com 10uL de sangue por lamina limpa. ApOs sua total secagem (24 horas), essas
laminas foram fixadas em alcool metilico absoluto, secas a temperatura ambiente (29° C) e
coradas com Giemsa em tampao fosfato (pH 6,8) na proporcéao de 1:10, durante 3 minutos. Os
critérios para identificacdo de um micronucleo (MN) foram estabelecidos por Fenech (2000) e
empregados por Lopes et al. (2021): (i) a intensidade de um MN deve ser semelhante a do
nacleo principal, mas com o didametro de um terco desse nucleo; (ii) o MN deve ser redondo,
com membrana nuclear, desconectado do nucleo principal e (iii) localizado dentro do
citoplasma e ndo se sobrepbe ao nucleo principal. Além dos NMs, foi identificado um
conjunto de anormalidades nucleares eritrocitarias (ENAS), seguindo Mesak et al. (2019):
nucleos com brotamentos, eritrocitos binucleados, nucleos reniformes, constricbes simétricas
e assimétricas, nucleos multilobados, nucleos deslocados e ndcleos entalhados. Todas as
laminas foram analisadas em microscopio éptico com lente de imersdo em um aumento de
100x por um Unico pesquisador. Foram analisados 6.000 eritrocitos circulantes por individuo
(2.000/1amina). As anélises foram realizadas de maneira aleatoria e ndo foram considerados

eritrocitos sobrepostos.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749121014937?casa_token=XhaeenoFFKMAAAAA:ovgtrlJ2pF_IQqSiM4sPyN_6PEfiayFsSgPBOtpc2emxuheXU_XvC37ejrF_h0pQoHDjnbFJL1N3#bib25
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5.2.1.2. Histopatologia hepatica e cerebral

Para a analise histopatoldgica, figados e encéfalos de cinco neonatos de P. expansa
(n=5) foram extraidos de cada grupo experimental. Seguindo protocolo de Behmer et al.
(1976), amostras deste material foram fixadas em formaldeido tamponado a 10% com fosfato
(0,1M, pH 7,2) por 24 horas, seguido da adi¢cdo em &lcool 70% e submetidos ao processo de
inclusdo em parafina. Apés inclusdo, os oOrgdos foram cortados (5um de espessura),
depositados em laminas microscopicas e corados com Hematoxilina-eosina para avaliacdo em
microscopia Optica. As laminas foram examinadas qualitativamente para a presenca das
seguintes alteracBes estruturais teciduais: esteatose, congestdo, infiltrado inflamatério e
necrose (Moura, 2009; Firmiano, 2013). De acordo com a sua presenca no tecido, foi
categorizado quatro estagios de alteracdes: tecidos sem alteracdo (1), alteracdo discreta (2),

alteracdo moderada (3) e alteracao acentuada (4).

5.2.2. Analise estatistica

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para analisar a normalidade dos dados
para todas as analises. Em sequéncia foi utilizado o teste de Analise de Variancia (ANOVA)
com post-hoc de Tukey ou o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn
por meio do software SYSTAT 10.2 (Wilkinson, 1990). Para analise das anormalidades
nucleares eritrocitarias foi empregado também o teste de Mann-Whitney para comparacdo
entre duas amostras independentes. Para todas as andlises, as diferencas foram consideradas
significativas ao nivel de 5% de significancia. Os graficos foram confeccionados no Microsoft
Excel 2013. As imagens foram escaneadas com o auxilio do scanner de laminas Scanscope
AT Turbo, analisadas por meio do softwate Aperio ImageScope 12.4.3 e a confecgdo das

figuras foi realizada por meio do software CorelDraw 2018 (64-Bit).

5.3. Resultados

5.3.1. Mutagenicidade

A frequéncia de eritrocitos normais foi significantemente diferente apenas entre o
grupo controle e G1 (U=78.000; p= 0,034) (Tabela 5-1). Com relacéo a frequéncia de MNs, o
grupo experimental F1 diferiu em comparacdo com controle (U=18.000; p=0,017). Dentre as
demais ENAs, houve maior frequéncia de nucleos com brotamento em G1 (U=23.500;
p=0,045) e deslocados em GF1 (U=10.000; p=0,004) quando comparados ao grupo controle,
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sendo o nucleo com brotamento, deslocado e entalhado, as anormalidades mais presentes nas

analises (Figura 5-1).

Tabela 5-1. Frequéncia (média + erro padrdo) de microndcleos e outras anormalidades
nucleares eritrocitarias evidenciadas em recém-eclodidos de Podocnemis expansa expostos ou
n&o - in ovo - ao glifosato e fipronil (isoladamente ou em combinacgéo).

Anormalidades nucleares  Controle Gl G2 F1 F2 GF1 GF2

Eritrocito normal 90.79+1.60 86.56+1.52* 89.05+245 89.04+0.82 92.67+0.82 88.45+2.61 89.43+0.96
Nucleo com brotamento 2.94+051  465+0.73* 361+101 351+ 062 232+0.32 265+054 2.83+0.01
Eritrécito binucleado 0.02+001 0.01+0.01 0.01+0.01 001+ 001 003+0.01 0.03+0.01 0.01+0.01

Nucleo reniforme 0.01+0.01 001+001 001+001 001+ 001 0.02+0.01 001+0.01 0.05+0.03
Constricdo simétrica 0.02+001 0,02+001 001+£001 0.04% 001 001+£001 0.01+001 0.03+0.01
Constricdo assimétrica  0.03+0.01  0.07+0.03 0.03+001 009+ 0.03 0.03+001 0.05+0.03 0.03+0.01
Nucleo multilobado 099+019 1.08+0.17 1.16+0.33 118+ 022 0.77+0.15 110+029 0.71+0.14
Nucleo deslocado 1.20 £0.20 153+0.19 095+0.18 149+025 091+0.17 2.86+0.54* 2.29+0.54
Nucleo entalhado 393+084 586+0.77 532+1.17 486+ 050 3.09+0.42 348+1.04 4.47+0.76

Eritrocito micronucleado 0.01+0.01  0.07+003 0.03+001 0.09+ 0.02* 0.08+0.03 0.03 +0.01 0.05+0.02

*Diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle de acordo com o Teste de Kruskal-Wallis com comparaces
entre duas amostras utilizando o teste de Mann-Whitney, com nivel de significancia de 5%. Tratamentos: G1-
glifosato 65ug/L; G2- glifosato 6500ug/L; F1- fipronil 4ug/L; F2- fipronil 400ug/L; GF1- glifosato 65ug/L
associado ao fipronil 4pug/L; GF2- glifosato 6500ug/L associado ao fipronil 400ug/L.
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Figura 5-1: Anormalidades nucleares eritrocitarias identificadas em neonatos P. expansa expostos ou ndo ao
glifosato e fipronil, isoladamente ou em combinagdo, em incubacdo artificial. A- Fotomicrografia representativa
dos eritrdcitos; B- Eritrocito normal; C- Nucleo com brotamento; D- Eritrécito binucleado; E- Nucleo reniforme;
F- Constricdo simétrica; G- Constricdo assimétrica; H- Nucleo multilobado; I- Ndcleo deslocado; J- Nucleo
entalhado; K- Nucleo deslocado; L- Eritrdcito micronucleado. Escala: 60um.

A frequéncia total de ENAs diferiu significantemente no grupo experimental G1 com

relacdo ao grupo controle (U=22.000; p=0=0,034) (Figura 5-2). Diferencas significativas
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foram encontradas também entre G1 e F2 (U=9.000; p=0,002) e entre F1 e F2 (U=77.500;
p=0,008).
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Figura 5-2: Frequéncia total de anormalidades nucleares eritrocitarias em neonatos de Podocnemis expansa
expostos ou ndo ao glifosato e fipronil, isoladamente ou em combinacdo, em incubacdo artificial. As barras
indicam a média + erro padrdo. Os tratamentos com letras distintas diferem significativamente a nivel de 5%
pelo teste de Kruskal-Wallis com comparagdes entre duas amostras utilizando o teste de Mann-Whitney.
Tratamentos: G1- glifosato 65ug/L; G2- glifosato 6500ug/L; F1- fipronil 4ug/L; F2- fipronil 400ug/L; GF1-
glifosato 65ug/L associado ao fipronil 4ug/L; GF2- glifosato 6500ug/L associado ao fipronil 400ug/L.

5.3.2. Histopatologia hepética e cerebral

A estrutura do tecido hepatico dos neonatos de P. expansa do grupo controle
apresentaram alteragdes estruturais teciduais para congestéo, infiltrado inflamatdrio e necrose
classificadas como sem alteracdo (1) e alteracdo discreta (2) (Figura 5-3). Com relacdo a
esteatose, a mesma foi considerada como acentuada, sendo estatisticamente semelhantes ao

demais grupos tratados com agrotoxicos.
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Figura 5-3: Alteragdes estruturais teciduais em figado de neonatos de Podocnemis expansa expostos ou ndo ao
glifosato e fipronil, isoladamente ou em combinagéo, em incubacéo artificial. De acordo com a histopatologia no
tecido, foi categorizado quatro estagios de alteracGes: tecidos sem alteracdo (1), alteracdo discreta (2), alteragdo
moderada (3) e alteragdo acentuada (4). As barras indicam a média + erro padrdo. Os tratamentos com letras
distintas diferem significativamente a 0,05 pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn. Tratamentos: G1- glifosato
65ug/L; G2- glifosato 6500ug/L; F1- fipronil 4pg/L; F2- fipronil 400pg/L; GF1- glifosato 65ug/L associado ao
fipronil 4pg/L; GF2- glifosato 6500ug/L associado ao fipronil 400ug/L.

Analises histopatoldgicas do figado revelaram diferenca com relagdo as alteracoes
estruturais de congestdo entre o grupo controle e o contaminante fipronil exposto
isoladamente nas duas concentra¢des (F1- p=0.007 e F2- p= 0.005), além de G2 (p= 0.046) e
GF1 (p=0.007). Com relacéo ao infiltrado inflamatério, o grupo controle diferiu apenas de F1
e F2 (p= 0.021 e p= 0.039, respectivamente) (Figura 5-4). Nenhum tratamento apresentou

alteracOes de necrose no tecido hepatico.
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Figura 5-4: Alteracdes histologicas em figado de neonatos de Podocnemis expansa expostos ou ndo ao glifosato
e fipronil, isoladamente ou em combinacéo, em incubaco artificial. (A) e (B) - Congestdo nos vasos (setas) no
grupo F2 (fipronil 400ug/L) e GF1(glifosato 65ug/L associado ao fipronil 4ug/L), respectivamente. (C) e (D) -
Infiltrado inflamat6rio com presenca de heteréfilos (asteriscos) no grupo F1 (fipronil 4ug/L) e F2 (fipronil
400ug/L), respectivamente. Escala: (A) e (C) 300um; (B) e (D) 200 pm.

Com relacéo ao enceéfalo, a estrutura do tecido cerebral dos neonatos de P. expansa do
grupo controle ndo apresentaram nenhuma alteracdo estrutural tecidual para esteatose,

congestdo, infiltrado inflamatdrio e necrose (Figura 5-5).
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Figura 5-5: AlteracGes estruturais teciduais em encéfalo de neonatos de Podocnemis expansa expostos ou hdo
ao glifosato e fipronil, isoladamente ou em combinacdo, em incubacdo artificial. De acordo com a histopatologia
no tecido, foi categorizado quatro estigios de alteracOes: tecidos sem alteracdo (1), alteracdo discreta (2),
alteracdo moderada (3) e alteragdo acentuada (4). As barras indicam a média + erro padrdo. Os tratamentos com
letras distintas diferem significativamente a 0,05 pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn. Tratamentos: G1-
glifosato 65ug/L; G2- glifosato 6500ug/L; F1- fipronil 4pg/L; F2- fipronil 400ug/L; GF1- glifosato 65ug/L
associado ao fipronil 4pug/L; GF2- glifosato 6500ug/L associado ao fipronil 400ug/L.

Em andlise histopatoldgicas do encéfalo, verificou diferenca com relacdo as alteracdes
estruturais de congestao e necrose (Figura 5-6). Na congestdo, o grupo controle diferiu apenas
de GF2 (p = 0.003), enquanto que para a necrose o controle diferiu apenas de F2 (p = 0.002).

Nenhum tratamento apresentou alteracdes de esteatose e infiltrado inflamatério em analises

do encéfalo.
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Figura 5-6: AlteracGes histoldgicas em encéfalo de neonatos de Podocnemis expansa expostos ou ndo ao
glifosato e fipronil, isoladamente ou em combinagdo, em incubacéo artificial. (A) e (B) - Congestdo nos vasos
(setas) no grupo e GF2 (glifosato 6500pg/L associado ao fipronil 400ug/L). (C) e (D) - Necrose (pontas de setas)
no grupo F2 (fipronil 400ug/L). Escala: (A) e (C) 300um e (B) e (D) 200pum.

5.4. Discussao

5.4.1. Mutagenicidade

Os resultados do presente estudo evidenciam que a aplicacdo do teste de MN e outras
ENAs em ensaios toxicolégicos sdo parametros Gteis na avaliacdo da acdo mutagénica do
glifosato Atar 48 e fipronil Regent 800WG em neonatos de P. expansa. Essa toxicidade é
corroborada por demais trabalhos nos quais foram demonstrados efeitos genotdxicos e
mutagénicos em exposi¢cdo de répteis a contaminantes durante a incubagdo dos ovos. Com
relacdo ao glifosato, Schaumburg et al. (2016) verificaram que a exposi¢do embrionéria de
neonatos de Salvator merianae ao Roundup® (superiores a 100ug/ovo em aplicagdo topica
nos ovos) resultou em aumento significativo de MN e ENAs em todas as concentragdes
testadas. LOpez Gonzélez et al. (2017) evidenciaram um aumento significativo na frequéncia
de micronucleo em eritrécitos de Caiman latirostris expostos a formulac6es de PanzerGold®
e Roundup® Full Il (500, 750, 1000ug/ovo por 70 dias) também em aplicacdo topica através
do casca de ovo. Outros estudos com a especie C. latirostris (exposic¢do in ovo) verificaram
aumento na frequéncia de microndcleo e danos em eritrocitos quando as concentragdes de

glifosato aumentavam, reforcadas por alteracdes enzimaticas e metabdlicas (Poletta et al.,
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2009; Poletta et al., 2011). Com relacdo ao fipronil, De-Oliveira et al. (2020) verificaram que
a sua exposicao (4 e 400ug/L), bem como de glifosato (65 e 6500ug/L) e atrazina (2 e
200ug/L) isoladamente, causaram morfotoxidade eritrocitaria e efeito aneuploidogénico em
neonatos de dez dias de P.expansa expostos durante incubacéo artificial dos ovos.

A deteccdo de anormalidades em eritrocitos fornece um indice de dano genético
acumulado durante a vida das células, e sua formacao pode representar um processo por meio
do qual as células eliminam qualquer material genético amplificado do ndcleo (Shimizu et al.
1998, Mesak et al. 2020). O acumulo de danos no DNA pode ocorrer por meio de um
aumento no ndmero de eventos que danificam o material genético ou devido a uma
diminuicdo na capacidade de reparo do DNA e/ou sistema antioxidante (Marques et al., 2014;
Schaumburg et al., 2016). Com relacéo aos agrotoxicos, por exemplo, mecanismos de reparo
de DNA mostraram ser suscetiveis a agdes inibitdrias associadas a niveis mais elevados de
constituintes do glifosato e de seus metabdlitos, aumentando o dano ao DNA mesmo apds o
término de sua exposigdo (Cavas e Konen, 2007; Marques et al., 2014).

Alterac0es eritrocitarias como MNSs, nicleo com brotamento e deslocado (encontradas
em F1, G1 e GF1, respectivamente) cujas frequéncias individuais foram significativamente
maiores em relacdo ao controle, estdo associadas a processos carcinogénicos e a impactos
negativos na reproducdo, crescimento e sobrevivéncia dos individuos afetados (De-Oliveira et
al., 2020). Os MNs podem resultar tanto da fragmentagdo dos cromossomos quanto das
disfuncdes no aparelho do fuso mitético, 0 que acarreta atraso do estadgio de anafase e a
incorporacdo dos cromossomos inteiros e fragmentados no nacleo das células filhas durante a
divisdo celular (Fenech 2000; Mesak et al. 2019). Sua frequéncia é o resultado do equilibrio
dindmico entre a formacdo de células micronucleadas e sua eliminagdo (Oliveira et al., 2010;
Polard et al., 2011; Schaumburg et al., 2016). Nucleos com brotamento, por sua vez, assim
como nucleos reniformes, multilobulados e constritos assimétricos/simétricos representam
diferentes precursores dos MNs ou fenémenos binarios (Crott e Fenech, 2001; Mesak et al.
2020; De-Oliveira et al., 2020).

A presenca anormal de nucleos eritrocitarios deslocados no citoplasma das células
encontrados em GF1, embora pouco comum em répteis, ja foi relatada em estudos envolvendo
neonatos de P. expansa expostos a nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs ZnO) (Aradjo et al.,
2019) e ao glifosato e atrazina (De-Oliveira et al., 2020). Sabe-se que elementos estruturais
citoesqueléticos manttm o nucleo na posicdo central dos eritrécitos, sendo que sua
rotacdo/deslocamento pode ter ocorrido por alteragBes nas proteinas ou nos mecanismos que

formam os microtubulos, microfilamentos e/ou filamentos intermediarios em decorréncia da
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exposicdo aos contaminantes, cujos mecanismos de acdo podem estar relacionados a
excessiva producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Mesak et al. 2020; De-Oliveira et
al., 2020). De acordo com esses autores, a indugdo do estresse oxidativo pela exposicdo ao
glifosato é bem documentada em diferentes modelos animais, incluindo animais do grupo dos
répteis, reforcando essa hipotese (Burella et al., 2018; Lajmanovich, et al., 2019; Hussain et
al., 2019; Bali et al., 2019; Turkmen et al., 2019). Apesar de néo ter sido evidenciada em suas
duas concentrac@es isoladas (G1 e G2), chama-se a atencdo que a contaminacgéo utilizado no
presente estudo foi indireta, por meio do substrato contaminado, o que pode ter minizado a
toxidade deste composto para 0s organismos alvos. Com relacdo a binucleagdo, com
resultados néo significativos no presente estudo, a mesma representa um indicador de diviséo
celular anormal devido ao bloqueio de citocinese, o que pode levar ao desequilibrio genético
em células e estar envolvida na carcinogénese (Cavas et al. 2005; Yasui et al. 2015).

A presenca de MNs e outras anormalidades nucleares eritrocitarias encontradas apenas
nas menores concentracOes testadas, isoladamente e em associacdo, ressalta a auséncia de
efeitos dependentes da dose exposta aos contaminantes. Resultado semelhante foi encontrado
por De-Oliveira et al., (2020), onde os autores verificaram aumento significativo na
frequéncia individual de ndcleos multilobulados, deslocados e entalhados em neonatos de P.
expansa, sobretudo em doses baixas de glifosato, fipronil e atrazina.

A exposicdo a contaminantes durante estigios criticos de desenvolvimento pode ter
consequéncias graves e permanentes evidenciadas no decorrer da vida desses animais (Burella
et al., 2016). Frequentemente os primeiros estagios de vida de organismos oviparos exibem
maior grau de sensibilidade toxicologica a contaminantes quimicos se comparados com
adultos (Lépez Gonzélez et a., 2017). Isso ocorre sobretudo devido a imaturidade dos
sistemas de reparo e desintoxicacdo, o que pode aumentar a suscetibilidade de alguns filhotes
a fatores que afetam sua sobrevivéncia, como a resposta a diferentes tipos de infec¢bes ou
estresse induzido por contaminantes (Lépez Gonzalez et al., 2017). Para filhotes de P.
expansa recém eclodidos, a aptiddo individual é extremamente importante, pois tal
caracteristica garante a possibilidade de atingir o ambiente aquatico e de crescimento (Mesak
et al. 2020).

Ovos de P. expansa precisam de 47 a 64 dias para eclodir na natureza e muitas vezes
0s recém-nascidos mais jovens permanecem nas camaras dos ninhos por varios dias até que o
saco vitelino seja absorvido (Kuchling 1999; Gomes e Ferreira Junior, 2011; Magalhaes,
2017; Simoncini et al., 2019). Apés esse periodo, 0s recém-nascidos emergem dos ninhos e

enfrentam uma longa jornada para chegar a agua doce (Cantarelli et al. 2014). Assim,
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alteragBes nucleares como as evidenciadas neste estudo podem levar & morte celular,
instabilidade gendmica ou ao cancer. Essas consequéncias podem afetar a sobrevivéncia,
reproducdo, ou heranca genética de tartarugas expostas ao contaminante (Mesak et al. 2019).
De acordo com Lopez Gonzalez et al. (2017) o uso e abordagem das analises de MN e ENAS
reflete também potenciais alteracdes na cinética celular, metabolismo, perfil estrutural dos
nacleos dos eritrécitos e eventos de estabilidade gendmica, que podem fornecer informacdes
valiosas sobre o estdgio de progressdo de algumas doencas degenerativas auxiliando

significativamente no diagnostico preditivo precoce.

5.4.2. Histopatologia hepética

Embora alguns estudos tenha relatado os riscos da contaminacdo de organismos nao-
alvos associados ao uso dos contaminantes glifosato e fipronil (Verderame e Scudiero, 2019;
Zhang et al. 2019; Chen et al., 2020; Mestre et al., 2019; De-Oliveira et al., 2020; Lopes et al.
2021), os resultados descritos neste estudo fornecem a primeira evidéncia do efeito toxico
hepatico e cerebral destes agrotdxicos em répteis aquaticos. Geralmente sensivel a
contaminantes ambientais, a alteracdo hepatica exerce impacto significativo na saide dos
animais, visto que além de ser um Orgdo vital do metabolismo, o figado também é
considerado um 6rgédo imunoldgico (Shimpi et al., 2017). Sendo assim, alteracfes neste 6rgao
podem comprometer demandas energéticas e metabdlicas, sendo que o estado nutricional
hepéatico pode ser considerado um indicador geral de salde a curto prazo (Everaarts et al.,
1993; Zhang et al. 2019).

Anélises histopatoldgicas hepéaticas de neonatos de P. expansa apresentaram as
alteracdes estruturais teciduais de congestdo nos grupos tratados com fipronil isoladamente
(F1 e F2), glifosato (G2) e associacdo de ambos os agrotdxicos (GF1). Também denominada
de congestdo passiva ou hiperemia passiva, essa alteracdo consiste no aumento local do
volume de sangue devido a uma reducdo de um fluxo sanguineo no tecido (Kumar et al.,
2010). Nessa situacdo, ha a ocorréncia de estase de globulos vermelhos e acumulo de
hemoglobina desoxigenada, o que frequentemente leva ao edema (Kumar et al., 2010). Com
relacdo ao infiltrado inflamatdrio, houve alteracGes estruturais hepéaticas apenas nos grupos
tratados isoladamente com fipronil (F1 e F2). Denominada também de infiltrado celular, essa
alteracdo é composta predominantemente por macrofagos, linfécitos e plasmaocitos,
dependendo do agente ou substancia incitante e da duracdo do processo inflamatdrio, e pode

apresentar um padrao de distribuicdo perivascular em muitos tecidos (Zachary, 2018).
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Os resultados referentes a hepatotoxicidade causada sobretudo pelo inseticida fipronil
corroboram outros estudos com exposicdo a este contaminante. Peveling e Demba (2003)
evidenciaram alteracdo da proporcao figado e/ou gordura corporal do lagarto Acanthodactylus
dumerili (30ug/g de peso corporal, dose tnica) expostos ao fipronil Adonis®, via presa
contaminada ou instilacdo do estdbmago. Em peixes, efeitos histolégicos e fisioldgicos, como
aumento da atividade da superdxido dismutase hepatica em Cyprinus carpio (Clasen et al.,
2012), cariorrexe, hipertrofia  hepatocelular, hipertrofia nuclear, agregadosde
melanomacrofagos e contracdo da veia central em Cyprinus carpio (Qureshi et al., 2016) e
alteracdo das atividades das enzimas antioxidantes da truta arco-iris Oncorhynchus mykiss
(Ucar et al., 2021), reforcam o potencial efeito toxicologico do fipronil no meio aquatico.

Com relacdo aos efeitos do glifosato na histopatologia do figado de neonatos P.
expansa, verificou-se que o herbicida apresentou toxicidade apenas com relagdo a congestao
em G2 e GF1. Apesar de muitos estudos alertarem sobre 0s riscos associados ao uso e a
exposicao de herbicidas a base de glifosato, suas consequéncias para a satde animal ainda é
uma questdo de debate (IARC, 2015; Williams et al., 2016a; Williams et al., 2016b). Em
trabalho de Verderame e Scudiero (2019) os autores verificaram perda das funcdes
fisioldgicas do figado e quadro hepatico grave com degeneracao e aparecimento de formacdes
fibroticas advindas da exposi¢dao ao glifosato puro (0,05 e 0,5ug/kg de peso corporal — 3
semanas) em lagarto Podarcis siculus. Em girinos de Dendropsophus minutus, alteractes
teciduais hepaticas como vacuolizacdo dos hepatdcitos, presenca de nucleos hipercromaticos,
aumento da pigmentacdo do melanomacrofago, esteatose e infiltracdo inflamatdria, que
podem refletir degeneragdo hepatocelular irreversivel, foram encontradas apds a exposi¢do
aguda (96 horas) ao herbicida glifosato (65, 130, 260 e 520ug/L) e ao surfactante
polioxietileno amina - POEA (1,25, 2,5, 5 e 10pug/L) mesmo nas baixas concentragdes dos
pesticidas (Lopes et al. 2021). Em peixes, a exposi¢do ao glifosato a curto (2,5, 5 e 10 mg/L -
96 horas) e longo prazo (2,5 e 5mg/L- 21 dias) em juvenis de Oncorhynchus mykiss
desencadearam lesdo histopatoldgica do figado como degeneracfes moderada e fibrose (Topal
et al., 2015) e em Poecilia reticulata houve alteracdes regressivas, como esteatose, nucleos
picnoticos, alta distribuicdo de fibras coldgenas e células degeneradas apds a exposi¢do ao
glifosato (1,8mg/L — 24 horas; e 35mg/L — 96 horas) (Dos Santos et al. 2017; Antunes et al.
2017).

Tendo em vista os resultados aqui apresentados, infere-se que os efeitos nocivos do
glifosato dependem sobretudo da via de contaminagdo, duracdo da exposi¢do (cronica ou

aguda) e concentracdo do toxico. No presente estudo, a poluigdo ocorreu de via indireta, por



98

meio da contaminacdo do substrato de incubagdo dos ovos, em contraste com os demais
trabalhos apresentados onde a exposi¢éo se deu de forma direta com a administracdo oral dos
herbicidas (Verderame e Scudiero, 2019) ou em contato direto com a agua contaminada
(Topal et al., 2015; Dos Santos et al., 2017; Antunes et al., 2017). Chama-se a atencédo ainda a
barreira calcaria formada pela casca, que pode ter servido como barreira de protecdo para 0s
embrides contra a exposicdo ao glifosato, o que poderia explicar os poucos efeitos
hepatotdxicos do glifosato no presente estudo.

As alteracOes estruturais de esteatose encontradas no tecido hepéatico de todos 0s
tratamentos, incluindo o controle, podem ter ocorrido devido ao estudo ter sido realizado com
neonatos de cinco dias de P. expansa, 0s quais possuiam reservas de vitelo que ainda nédo
haviam sido absorvidas. Do ponto de vista metabdlico, os Testudines recém eclodidos
consomem grandes quantidades de combustiveis energéticos, como os lipidios, ja nos
primeiros dias ap6s emergéncia dos ninhos e, para satisfazer suas necessidades metabdlicas
ocorre mobilizacdo de suas fontes vitelinicas, ja que sua principal fonte de lipidios esta
presente no vitelo residual (Duncan et al., 2012). No entanto, sabe-se que alteragdes lipidicas
hepéticas estdo frequentemente relacionadas a exposicdo a contaminantes, pelo aumento da
peroxidacgdo lipidica, que pode levar a danos celulares, acimulo de lipidios e apoptose das
células (Dornelles e Oliveira, 2013; Ortiz-Ordofiez et al., 2016; Bach et al., 2018; Riafio et al.,
2020).

Nos resultados obtidos ndo foi observado sinergismo na associa¢do dos agrotoxicos.
Em andlise da histopatologia do figado de neonatos de P. expansa, o fipronil apresentou
maior toxicidade que o glifosato, e pode estar ocorrendo antagonismo entre esses dois
agrotoxicos visto que a exposicdo a ambos 0s contaminantes em sua maior concentracao
(GF2) ndo resultou em diferenca significativa na analise de congestdo. Efeitos antagbnicos em
misturas de pesticidas podem ser causados pela associacdo entre as moléculas do composto, 0
que diminuiu sua biodisponibilidade. Nesse caso, ocorre uma inducdo da atividade enzimatica
causada pelo herbicida e o consequente aumento da biotransformacdo do inseticida
(Cedergreen, 2014; Mansano, 2020). No entanto, a auséncia de alteragdes na concentragdo
mais alta do grupo associagdo (GF2) pode ter ocorrido devido a desintoxicagdo e funcédo
metabolica hepética (Sozen et al., 2015), visto que o estresse oxidativo no figado causado por
contaminantes pode induzir um aumento drastico na atividade enzimatica, causando um

estado de defesa do orgéo para se preservar do dano oxidativo (Zhang et al. 2019).

5.4.3. Histopatologia cerebral
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As analises histopatologicas do encéfalo de neonatos de P. expansa expostos ao
fipronil revelam danos consideraveis, sugerindo que esse inseticida apresenta maior
toxicidade em comparacgéo ao herbicida glifosato. Tanto o fipronil em sua maior concentracdo
(F2) quanto sua associacédo ao glifosato (GF2) apresentaram alteragdes estruturais teciduais de
necrose e congestdo, respectivamente, confirmando que as respostas histopatoldgicas s&o
dependentes ndo s6 da duracdo do periodo de exposi¢cdo mas sobretudo da concentracdo dos
pesticidas.

Embora o encéfalo frequentemente ndo seja considerado um 6rgédo vital na maioria dos
estudos, ele pode ser um 6érgdo-alvo para o fipronil (Ardeshir et al., 2017). Clasen et
al. (2012) relataram aumento da peroxidacdo lipidica no cérebro da carpa Cyprinus carpio
apos 90 dias de exposicdo a uma formulacdo comercial contendo fipronil e Ardeshir et al.
(2017) verificaram alteracdes na distribui¢do das células purkinje na camada ganglionar do
cerebelo de peixes Rutilus frisii expostos a este inseticida (632mg/kg por injecdo via
intraperitoneal). Estes autores observaram ainda o comportamento de natagdo semicircular e
tremores musculares como sinal clinico nos peixes expostos e sugerem correlacao entres essas
alteracdes.

A necrose cerebral encontrada nos encéfalos de neonatos de P. expansa expostos a
maior concentracdo do fipronil (F2) pode ser compardvel ao infarto seguido de ocluséo
vascular (Lakshmaiah, 2017). Neste caso, quando uma artéria que supre o0 SNC é subitamente
obstruida, o fornecimento de sangue para as células no centro da area infartada € rapidamente
interrompido e, se isto for mantido por um periodo suficiente, todas as células morrem
(Zachary, 2018). Evidenciada em outros estudos neurotoxicos (Basanta e Mukherjee, 2000;
Ayoola e Ajani, 2008; Pugazhvendan et al. 2009; Lakshmaiah, 2017), esse comprometimento
do tecido por mudancas patoldgicas de uma determinada regido cerebral pode levar a reducao
de sua funcdo particular, alterando funcGes comportamentais e fisiolégicas dos animais
(Lakshmaiah, 2017). Dentre elas, dificuldade respiratéria, perda de equilibrio, natacdo
erratica, tremores, convulsdes, calafrios musculares, escurecimento e edemasja foram
relatadas por autores como consequéncias de alteracGes neuronais por exposi¢do a substancias
guimicas (Pugazhvendan et al., 2009; Ardeshir et al., 2017; Lakshmaiah, 2017).

A toxicidade do fipronil em invertebrados resulta de sua capacidade de bloquear os
canais de cloreto dependentes do acido gama-aminobutirico (GABA) dos neurdnios no
sistema nervoso central (Chaulet et al, 2019). No entanto, ndo se conhece 0s mecanismos de
acao desse inseticida em um sistema mais complexo, como o sistema neural de vertebrados.

Além da dose e do tempo de exposi¢do, a via de administracdo pode afetar o grau de
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toxicidade (Ardeshir et al., 2017). Estudos realizados sobre a toxicocinética do fipronil em
exposicdo aquética em trutas arco-iris Pimephales promelas (Pickford et al., 2003) e rés
verdes Pelophylax kl. esculentus (Reynaud et al., 2012) demostraram que esse inseticida pode
ser facilmente absorvido e distribuido para a maioria dos 6rgaos. Apos a exposicao, o fipronil
é absorvido pela corrente sanguinea e transferido diretamente para o figado, que possui
potencial poder de desintoxicacdo (Carbis et al., 1996). Mesmo considerando sua taxa de
eliminacdo do corpo do animal, o fipronil é transportado pelo sangue ndo oxigenado para o
coracdo e bombeado para as guelras/pulmdes, onde por fim, o sangue oxigenado contendo o
contaminante e seus metabolitos circula por todo o corpo (Ardeshir et al., 2017).

Muitas vezes negligenciado em estudos de ecotoxicidade, a ocorréncia de
comportamentos neurotdxicos e a diminui¢do do indice cerebral em répteis estdo intimamente
relacionados ao acumulo de agrotoxicos no cérebro (Zhang et al., 2019). A exposicdo em
lagartos Eremias argus por via oral em dose Unica do miclobutanil (20 mg/kg de peso
corporal) resultou em diferencas nos niveis deste fungicida entre os diferentes tecidos
analisados, sendo que sua concentracdo diminuia na ordem de estdbmago> figado> pulmao>
sangue> testiculo > rim> coracdo> céerebro (Chen et al. 2017). Apesar do tecido neural
apresentar a menor toxidade entre os elementos analisados e nenhum sinal neurolégico ter
sido observado nos animais apds a contaminacdo, os autores ressaltam que mesmo em
pequena concentracdo, o residuo de pesticida no tecido cerebral indica que o miclobutanil
ultrapassou a barreira hematoencefalica. A neurotoxicidade de inseticidas a base de
neonicotindides foi verificada também em exposicdo oral aguda subcrénica por 28 dias em
lagartos chineses (Eremias argus) (Wang et al., 2019). De acordo com os resultados, 0
pesticida dinotefurano apresentou forte persisténcia no cérebro, ao contrario de tiametoxam e
imidacloprid, que foram rapidamente absorvidos e excretados pelos lagartos. Com relacéo aos
agrotoxicos glifosato e fipronil, ndo ha trabalhos referentes ao acumulo destes pesticidas no
cérebro de répteis.

Os resultados do presente estudo sdo biologicamente relevantes e trazem informacoes
importantes sobre a ecotoxicologia de répteis aquaticos. O potencial mutagénico, hepatdxico e
neurotéxico dos agrotoxicos comerciais Glifosato Atar 48® e Fipronil Reagent® 800WG
evidenciados pela frequéncia de MNs, ENAs e alteragbes estruturais teciduais na
histopatologia do figado e encéfalo podem induzir mudangas significativas no metabolismo,
fisiologia, comportamento e até mesmo na sobrevivéncia de P. expansa, visto que ndo se sabe
as reais consequéncias desses efeitos no desenvolvimento deste animal. Estudos futuros

envolvendo estagios diferentes de desenvolvimento e o biomonitoramento de regides
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naturalmente expostas simultaneamente a esses pesticidas sdo necessarios para melhor

compreender os efeitos destes contaminantes nesta espécie.

5.5. Conclusotes

O uso do teste MNs em conjunto com ENAs demonstraram ser ferramentas sensiveis
para determinar o potencial mutagénico de formula¢Ges comerciais de glifosato e fipronil,
mesmo em concentracfes permitidas pela legislacdo vigente brasileira. A analise
histopatoldgica hepatica e cerebral evidenciaram efeitos hepatdxicos e neurotdxicos sobretudo
do fipronil em neonatos de P. expansa. Esta descoberta evidencia a importancia de usar
diferentes biomarcadores para avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos acima descritos. Além
disso, ressalta-se que Testudindes devem ser incluidos nos testes para caracterizar ou indicar o

potencial risco ambiental causado por agrotoxicos.
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6. Considerac0es finais

O presente estudo conclui que a incubacdo dos ovos em substrato poluido com os
produtos formulados Glifosato Atar 48® e/ou Fipronil Regent® 800WG resultam em
impactos bioldgicos considerdveis que podem afetar a saude de embrides e neonatos de P.
expansa.

A contaminacéo periodica com os produtos formulados glifosato e/ou fipronil durante
44 dias de incubacdo artificial, interferiu no crescimento embrionario de P. expansa (inferido
pela menor biomassa corporea e retardo no desenvolvimento) e induziu malformacdes dsseas
no anel ossicular escleral, mesmo em concentragcdes permitidas pela legislagéo vigente.
Podendo ser irreversiveis, essas alteracbes podem acarretar prejuizos na aptidao fisica,
locomotora e acuidade visual dos individuos expostos.

Com relagdo aos constituintes da casca dos ovos de P. expansa, 0s agrotoxicos
comerciais glifosato e/ou fipronil acarretaram em reducgdo no teor de umidade, proteina bruta
e aumento do extrato etéreo. Essas alteracBes podem estar relacionadas a possiveis
modificacdes nos mecanismos e/ou taxas de transporte das cascas, podendo afetar a
disponibilidade de nutrientes e &gua, resultando em deficiéncia, desenvolvimento lento e
comprometendo funcgdes importantes no metabolismo dos embriGes.

A presenca de micronucleo e outras anormalidades nucleares eritrocitarias encontradas
em analise de sangue periférico dos neonatos de P. expansa expostos aos contaminantes
evidenciam alteracGes mutagénicas e podem estar associadas a processos carcinogénicos.
Concomitantemente, alteraces estruturais teciduais na histopatologia do figado e encéfalo
dos mesmos individuos expostos evidenciam os efeitos hepatoxicos e neurotdxicos sobretudo
advindos da exposicéo ao fipronil. Essas alteracGes no figado podem comprometer demandas
energéticas e metabdlicas dos neonatos enquanto que o comprometimento do tecido cerebral
pode resultar na reducdo de sua fungdo particular, alterando fungdes comportamentais e
fisiologicas dos animais.

Com relacéo a utilizagdo das formulagOes comerciais de glifosato e fipronil, apesar de
ndo apresentarem sinergismo quando utilizadas em conjunto, as mesmas induziram toxicidade
evidenciando a importancia de se utilizar diferentes biomarcadores para avaliar os efeitos
ecotoxicoldgicos destes pesticidas em Testudines. Alem disso, ressalta-se a importancia de
estudos referentes a exposi¢do a contaminantes durante estagios criticos de desenvolvimento
de P. expansa, podendo este ter consequéncias graves e permanentes no decorrer da vida

desses animais. Faz-se necessario portanto, a realizagdo de mais estudos sobre os impactos
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dos agrotdxicos na fauna silvestre para subsidiar a revisdo da legislacdo brasileira vigente e

evitar maiores danos a biodiversidade.



