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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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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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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.



	RESSALVA - texto parcial
	mendonça_js_dr_rcla_int.pdf



