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RESUMO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acUcar. O fenilpirazol fipronil esta dentre
os inseticidas mais utilizados na cultura de cana-de-agucar. Sua molécula é extremamente
ativa e um potente desregulador do sistema nervoso central dos insetos. Devido a sua
elevada toxicidade, moléculas como o ethiprole estdo sendo empregadas na agricultura
em busca de uma alternativa mais segura. Produzido a partir da modificacdo da molécula
do fipronil, poucos estudos tém demonstrado que o ethiprole surgiu no cenéario agrario
como uma alterativa mais segura que o fipronil aos organismos néo alvos em geral. O uso
de bioindicadores permite o estudo dos possiveis riscos de inseticidas. Entre estes, plantas
e organismos aquaticos sao excelentes para avaliar efeitos de agrotoxicos no ambiente.
No presente estudo, foi avaliada a acdo de diferentes concentragcdes dos inseticidas
Regent® e Curbix® em organismos ndo alvos, por meio de ferramentas macroscopicas
em Allium cepa e Lactuca sativa e microscopicas em Oreochromis niloticus. Os testes de
germinacdo de sementes e alongamento radicular em A. cepa e L. sativa foram utilizados
para a avaliacdo dos efeitos fitotoxicos no desenvolvimento inicial das plantas. As
alteracdes histopatoldgicas no figado de O. niloticus, a quantificacdo de peroxidacédo
lipidica (TBARS), localizacdo in situ das proteinas de choque térmico (HSP70) e de
fragmentacdo do DNA (TUNEL) foram empregadas para verificar o potencial toxico dos
inseticidas a nivel celular. Os resultados das andlises fitotoxicas em A. cepa
demonstraram que o Curbix® induziu a reducdo da porcentagem de germinacdo, do
indice de velocidade de germinacdo (IVG) e do alongamento das raizes expostas as
maiores concentragdes. Em L. sativa, as concentracOes residuais de ambos o0s inseticidas
estimularam a velocidade em que as sementes germinaram, bem como o alongamento de
suas raizes. Também foi observado que as diluigdes com as maiores concentraces dos
dois inseticidas empregadas em O. niloticus induziram peroxidacéo lipidica e alteracdes
teciduais no figado dos animais. Diante do apresentado, concluimos que o uso do
Curbix® como alternativa ao Regent® é perigoso, uma vez que o Curbix® apresentou

maior toxicidade que o Regent® em plantas e toxicidade similar a seu analogo em peixes.

Palavras-chave: Curbix®, Regent®, fenilpirazol, ecotoxicologia



ABSTRACT

Brazil is the world’s largest sugar cane producer. Phenylpyrazole fipronil is included among
the most commonly used insecticides in sugarcane cultivation. Its molecule is extremely
active and a powerful deregulator of the central nervous system of insects. Given its high
toxicity, molecules such as ethiprole are being employed in agriculture to find a safer
alternative. Developed by modifying the Fipronil molecule, few studies have demonstrated
whether ethiprole appeared as a safer alternative to Fipronil to non-target organisms in
general. The use of bioindicators allows the study of possible risks of insecticides. Among
them, plants and aquatic organisms are excellent for assessing the effects of pesticides on the
environment. In the present study, it was assessed the effects of different concentrations of
Regent® and Curbix® insecticides on non-target organisms, employing macroscopic tools
in Allium cepa and Lactuca sativa and microscopic ones in Oreochromis niloticus. Seed
germination and root elongation tests on A. cepaand L. sativa were used to evaluate
phytotoxic effects on initial plant development. Histopathological alterations in the liver
of O. niloticus, quantification of lipid peroxidation (TBARS), in situ locations of thermal
shock proteins (HSP70), and DNA fragmentation (TUNEL) were used to verify the toxic
potential of insecticides at the cellular level. The results of phytotoxic analyses on A.
cepa showed that Curbix® induced a reduction in germination percentage, germination
velocity index (GPI) and root elongation at higher concentrations. In L. sativa, the residual
concentrations of both insecticides increased the rate at which the seeds germinated, as well
as the elongation of their roots. It was also observed that the dilutions with the highest
concentrations of the two insecticides used in O. niloticus induced lipid peroxidation and
tissue alterations in the liver of the animals. In this context, we concluded that the use of
Curbix® as an alternative to Regent® is dangerous since Curbix® showed greater toxicity

than Regent® in plants and similar toxicity to its analog in fish.

Keywords: Curbix®, Regent®, phenylpyrazol, ecotoxicology
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um consumidor assiduo de defensivos agricolas. Sua relagdo com esses
agentes ndo € recente; no entanto, dados do Sindicato Nacional da Inddstria de Produtos para
Defesa Vegetal (SINDIVEG) demonstram que nas ultimas décadas assumiu proporcdes
preocupantes quando a venda de produtos agricolas saltou, entre os anos de 2001 e 2008, de
um pouco mais de US$ 2 bilhGes para mais de US$ 7 bilhdes, tornando-se o maior
consumidor mundial de defensivos agricolas. Apesar de manter este titulo atualmente, um
levantamento feito pela Organizacdo das Nacgdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO, sigla do inglés Food and Agriculture Organization) revelou que, quando se considera
a area cultivada, e, ainda, o volume de producéo agricola, o Brasil tem feito uso eficiente dos
defensivos agricolas produzindo muito mais e com bem menos defensivos que pais de
primeiro mundo (SINDIVEG, 2018).

Atualmente, cerca de 81% dos defensivos usados no Brasil tem como destino quatro
culturas, sendo elas soja, cana-de-acucar, milho e algoddo (SINDIVEG, 2018). O Brasil ¢ 0
maior produtor mundial de cana-de-acuicar, seguido pela india, Tailandia e Australia
(UNICA, 2015). Em 2017, tal cultivo foi responsavel por 11,7%, em valor (US$), do
consumo de defensivos agricolas no pais (SINDIVEG, 2018). O fipronil estd entre os
principais inseticidas utilizados no cultivo de cana-de-agucar no pais. Sua classificacdo
toxicoldgica ¢ de classe Il (altamente toxico) e € caracterizado como um composto de contato
e ingestao.

O fipronil foi desenvolvido entre os anos 1985 e 1987 (TINGLE et al., 2003), chegou
ao mercado em 1993 como o primeiro fenilpirazol para controle de pragas (TOMLIN, 2000)
e foi considerado um dos inseticidas mais bem-sucedidos por mais de uma década por ser
altamente versatil, menos tdxico aos organismos ndo-alvos que os utilizados na época e por
pertencer, naquele momento, a um novo grupo de pesticidas. Ele é um composto neurotdxico,
atuando sobre os receptores GABA (&cido gama-aminobutirico) de insetos (COLE;
NICHOLSON; CASIDA, 1993).

Com sua expansao mundial, diversos estudos ecotoxicologicos foram realizados e
comprovaram sua toxicidade sobre inimeros organismos ndo alvos, como genotoxicidade e
interferéncia no crescimento radicular de plantas (AHEMAD; SAGHIR KHAN, 2011;
YILDIRIM; AGAR, 2016; KARAISMAILOGLU, 2017); morte e reducdo de peso e
crescimento de oligoquetas (QIN et al., 2015), atraso no desenvolvimento e
comprometimento na reproducdo de crustdceos (CHANDLER et al., 2004; GOFF et al.,

2017); malformacdo corporal e lesdo na atividade neural de insetos polinizadores (ROAT et
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al.,, 2013; JACOB et al.,, 2015; SILVA et al., 2015); estresse oxidativo, alteragdes
histopatologicas nas branquias, encurtamento do eixo longitudinal e comprometimento da
natacdo em peixes (STEHR et al., 2006; BEGGEL et al., 2010; CLASEN et al., 2012; EL-
MURR; HAKIM; GHONIMI, 2015; WANG et al., 2016); genotoxicidade em embrides e
reducio de massa corporal em aves (CONCEICAO; PROTTI, 2012; KITULAGODAGE et
al., 2011; KITULAGODAGE; BUTTEMER; ASTHEIMER, 2011); e citotoxicidade em
hepatécitos, genotoxicidade em células da amigdala palatina, estresse oxidativo e
citotoxicidade em células dopaminérgicas e genotoxicidade em linfcitos de mamiferos
(DAS et al., 2006; TISH et al., 2007; Kl et al., 2012; CELIK et al., 2014).

Visto isto, um levantamento bibliogréafico internacional foi apresentado nos ultimos
anos com o intuito de planejar a supressédo progressiva em escala mundial ou, pelo menos,
formular planos destinados a reduzir o uso de alguns agroquimicos no mundo, como o
fipronil (BONMATIN et al., 2015; PISA et al., 2014; SIMON-DELSO et al., 2015; VAN
DER SLUIJS et al., 2015; VAN LEXMOND et al., 2015).

Em paralelo ao continuo esforgo da comunidade cientifica em elucidar os danos do
fipronil sobre os organismos, se encontra o desenvolvimento de resisténcia nos insetos alvos
resultado por seu uso extensivo ao longo dos anos. Neste sentido, Arthur (2002) e Caboni et
al. (2003) realizaram estudos sobre efetividade, metabolismo, fotodegradacdo e acgédo
GABAérgica de um novo membro da familia fenilpirazol, o ethiprole. Segundo os autores,
apesar de apresentar menor lipofilicidade e menor toxicidade em ratos que o fipronil, o
inseticida foi basicamente tdo efetivo quanto seu analogo fipronil. Entdo, em 2010 foi
produzido o Curbix®, composto comercial do ethiprole, que segundo o fabricante conta com
trés grandes diferenciais: rapido efeito de choque, além de pertencer a um novo grupo
quimico para controle de cigarrinhas (Mahanarva fimbriolata) — um dos principais insetos-
praga da cana-de-acUcar.

Pouco se sabe sobre seus impactos sobre 0 meio ambiente, menos ainda quando se
apresenta na forma de composto comercial, ou seja, uma mistura de ingrediente ativo e
adjuvantes que lhe proporcionam maior solubilidade e o protegem da degradacdo de modo
gue, consequentemente, aumente sua meia-vida e melhore sua agdo. Por isso, é evidente a
importancia de estudos sobre os potenciais danos ocasionados por inseticidas como o
Curbix®, uma vez que, dependendo da exposi¢do, todos 0s seres vivos estdo sujeitos a seus
efeitos deletérios e a seus diferentes componentes.

Para que se possa investigar a possibilidade de substituicdo de defensivos agricolas

sabidamente toxicos aos organismos por alternativas mais seguras, S30 nhecessarias
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ferramentas que deem uma resposta satisfatoria e que mensurem seus efeitos nos organismos
vivos. Para isso, plantas e animais tém sido utilizados como indicadores bioldgicos no intuito
de determinar o grau de impacto que estes agentes possam causar no meio.

Bioensaios com plantas tém sido utilizados extensivamente ao longo de décadas,
sendo estes bem estabelecidos e recomendados em estudos de ecotoxicologia
(CHRISTOFOLETTI; PEDRO-ESCHER; FONTANETTI, 2013; GRANT, 1982;
RODRIGUEZ et al., 2015; SCHERER et al., 2019; SILVEIRA et al., 2017). Entre os testes
de avaliacdo de agentes poluentes esta 0 ensaio de germinacdo e crescimento de raiz.
Diferentes espécies sdo utilizadas, dentre elas estdo a alface (Lactuca sativa) e a cebola
(Allium cepa). As analises consistem na exposicdo de suas sementes a um agente
potencialmente toxico e sdo observados parametros como numero de sementes germinadas e
alongamento de raiz (LEWIS, 1995). E um teste simples, rapido e confiavel, além de ser
recomendado para a avaliacdo do potencial fitotoxico de substancias (ANDRADE-VIEIRA;
PALMIERI; DAVIDE, 2017; BONCIU et al., 2018; VALERIO; GARCIA; PEINADO,
2007).

Peixes também séo 6timos bioindicadores na avaliacdo de agentes potencialmente
toxicos (ANSOAR-RODRIGUEZ et al., 2015; CLASEN et al., 2012; FUZINATTO et al.,
2013). A espécie Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo) possui amplo uso nas avaliagdes
ecotoxicologicas (ARANA et al., 2017; CHRISTOFOLETTI; DAVID; FONTANETTI,
2009; EL-MURR; HAKIM; GHONIMI, 2015). O uso de biomarcadores morfologicos pode
ser empregado em varios 6rgdos de peixes como a tilapia. Quando presente no figado desses
animais promove evidéncias qualitativas de alteracGes funcionais advindas da exposi¢cdo aos
contaminantes (FONTANETTI et al., 2011). Diferentes testes podem ser feitos, uma vez que
as células hepéticas possuem diversas funcdes vitais como a metabolizacdo de proteinas,
lipidios e carboidratos, processamento e armazenamento dos nutrientes absorvidos no trato
digestorio, atuam na desintoxicacdo do organismo e na hematopoese durante a fase larval,
além de estarem envolvidos na producéo de anticorpos (VERLAG, 1982).

Do mesmo modo, biomarcadores moleculares sdo excelentes ferramentas para a
deteccdo dos primeiros impactos de poluentes em peixes (BADGUJAR et al., 2016;
CLASEN et al., 2018; HEGAZI; ATTIA; ASHOUR, 2010). Dentre os varios ensaios
encontrados na literatura, estdo a quantificagdo de peroxidacdo lipidica, imunomarcacédo de
proteinas ligadas ao estresse celular e de fragmentacdo do DNA (MOREIRA-DE-SOUSA;
SOUZA; FONTANETTI, 2018; REGOLI; GIULIANI, 2014; ROMERO et al., 2016). Esses

marcadores sdo capazes de revelar o estresse oxidativo sofrido pela exposicdo a determinadas
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substancias, ou seja, o desequilibrio no balanco redox onde a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) que, por serem altamente reativas e inespecificas, geralmente oxidam
biomoléculas como lipidios, carboidratos, proteinas e DNA e, com isso, prejudicam as
fungdes celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2008). Como outros organismos, 0S
peixes possuem sistema de defesa que compreende processos enzimaticos e ndo enzimaticos
para minimizar o dano celular, eliminando as EROs e as convertendo em espécies menos
reativas (KAVIRAJ; GUPTA, 2014). Caso o sistema de defesa ndo seja suficientemente
capaz de atuar na protecdo da célula e garantir que o dano gerado pelo agente estressor ndo
acarrete na morte celular, um grande gasto energético sera necessario para, entdo, ativar a
cascata apoptotica.

Diante do exposto acima e visando a importancia do uso de defensivos agricolas no
cultivo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, seus impactos na economia
mundial e a crescente demanda do mercado por produtos que sejam menos prejudiciais ao
meio ambiente, este projeto teve por objetivo investigar e comparar o potencial toxico de
diferentes concentracdes dos inseticidas fipronil e ethiprole, por meio de diferentes

biomarcadores presentes em plantas (A. cepa e L. sativa) e em peixes (O. niloticus).



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Fipronil

Em meados dos anos 1990, iniciou-se a busca por novos pesticidas que pudessem
substituir os j& massivamente usados ho momento. Concomitantemente ao langamento do
imidacloprido, em 1993 anunciou-se o fipronil — primeiro composto fenilpirazol.
Desenvolvido em 1987 por cientistas da Aventis (antiga Rhéne-Poulenc) no Reino Unido
(MULROONEY; GOLI, 1999), o fipronil seria “10, 20 ou até 30 vezes menos tdxico que 0s
compostos atualmente presentes no mercado” (MOFFAT, 1993).

O fipronil é comercializado como ingrediente ativo em diversas formulagdes e tem
uso liberado para varias culturas no Brasil, além de ser utilizado no controle de pragas
domésticas, como baratas, mosquitos, pulgas, carrapatos e piolhos de cées, gatos e bovinos
(AAJOUD; RAVANEL; TISSUT, 2003; CHATON et al., 2002; MYDLARZ; JONES;
HARVELL, 2006).

A tabela 1 apresenta resumidamente as culturas em que o fipronil é usado, o modo de
aplicacdo e o Limite Maximo de Residuo (LMR) permitido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), ou seja, a quantidade maxima de residuo de defensivo agricola
oficialmente aceita no alimento, em decorréncia da aplicacao adequada numa fase especifica,
desde sua producéo até o consumo, expressa em partes (em peso) do defensivo agricola por

milhdo de partes de alimento (em peso) (ppm ou mg/kg) permitido do inseticida nos produtos.



Tabela 1. Culturas, modalidade de aplicacdo e Limite Maximo de Residuo (LMR) de fipronil

permitidos no produto final da cultura no Brasil

Culturas Modalidade de Aplicagéo LMR (mg/kg)

Algodao Foliar 0,01
Algodao Sementes 0,01
Amendoim Sementes 0,01
Arroz Foliar 0,01
Arroz Sementes 0,01
Batata Solo 0,05
Cana-de-acucar Foliar 0,03
Cevada Sementes 0,01

Eucalipto Foliar Uso néo alimentar
Feijao Sementes 0,01
Girassol Sementes 0,01
Milho Foliar 0,01
Milho Solo 0,01
Pastagens Sementes 0,10
Sorgo Sementes 0,005
Soja Foliar 0,01
Soja Sementes 0,01
Trigo Sementes 0,01

Fonte: ANVISA; LMR: Limite Maximo de Residuo

O fipronil é uma molécula extremamente ativa e um potente desregulador do sistema
nervoso central. A acdo toxica do fipronil € devido a sua capacidade de agir no receptor do
acido y-aminobutirico (GABA) como um bloqueador ndo competitivo dos canais de cloreto,
levando a morte do inseto por hiperexcitacdo neuronal e paralisia (ZHAO, 2004). Ha trés
rotas principais de intoxicacao por fipronil: oral, dérmica e inalacdo (FUNG et al., 2003;
JENNINGS et al.,, 2002). Uma vez no sangue, o fipronil e os seus metabdlitos sdo
amplamente distribuidos, em particular nos tecidos adiposos, além de ter um elevado nivel
de recirculacdo entero-hepéatica (HAINZL; COLE; CASIDA, 1998, MOHAMED et al.,
2004).

A molécula de fipronil é considerada de amplo espectro e de degradacéo lenta. Por
consequéncia, os produtos da degradacdo (metabolitos) sdo mais toxicos, mais persistentes e
menos especificos aos receptores GABA que o composto original, como o fipronil sulfona,
produto de sua metabolizacdo no figado e, o fipronil disulfinil, produto de sua fotodegradacéo
(ROMERO et al., 2016; TINGLE et al., 2003).

Tanto o fipronil como seu metabdlito sulfona podem induzir a morte celular em
células HepG2 e em hepatdcitos humanos (DAS et al., 2006). Varios efeitos adversos do

fipronil ja foram relatados. De Oliveira et al. (2012) observaram que esse inseticida pode ser
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genotdxico e mutagénico em camundongos quando administrado em doses elevadas (50
mg/kg). Tercariol e Godinho (2011) verificaram que, ap0s exposi¢do cutanea de ratos ao
fipronil (70, 140 e 280 mg/kg), os animais apresentaram efeitos no comportamento,
relacionados principalmente & emotividade, medo e a atividade exploratéria. No figado, estes
animais expostos ao fipronil apresentaram alteragcdes ultraestruturais significativas em
células hepaticas, como desorganizacdo celular, esteatose hepéatica, morte celular e aumento
das células de Kupffer, sugerindo um aumento da atividade fagocitica do figado nos animais
expostos (DE OLIVEIRA et al., 2012b; FERREIRA et al., 2012).

Além desses efeitos, o fipronil e seus metabdlitos tém sido listados como possiveis
desreguladores enddcrinos (GOFF et al., 2017; OHI, 2004). Hurley et al. (1998) verificaram
que o fipronil é capaz de induzir cancer de tireoide em ratos, devido provavelmente a sua
capacidade de aumentar o metabolismo dos hormonios tireoidianos e a excre¢do hepatica.
Essa alteracdo parece ser mediada pelo aumento na taxa de eliminacdo de T4 (tiroxina),
devido a maior atividade de enzimas hepaticas (LEGHAIT et al., 2009). Em peixes, animais
em estdgio embrionario expostos ao fipronil apresentaram curvatura da cauda no seu
desenvolvimento corporal. Os autores sugeriram que esse crescimento assimétrico do
musculo possa estar relacionado ao aumento da expressdo de titina e teletonina, responsaveis
pelo desenvolvimento muscular (WAGNER et al., 2017).

Assim como muitos estudos demonstraram a acdo do fipronil e de seus metabdlitos,
também foi comprovada a sua toxicidade quando apresentado como ingrediente ativo em
formulacBes comerciais (TINGLE et al., 2003). Estudo dos efeitos do Frontline® sobre a
reproducéo de ratos Wistar pode comprovar que o composto comercial com fipronil altera o
sistema enddcrino e causa efeitos reprodutivos adversos em ratos fémeas (OHI, 2004). No
mesmo sentido, Margarido et al. (2013) investigaram a influéncia do Regent® sobre
diferentes estagios de desenvolvimento de girinos da espécie Scinax fuscovarius; os autores
observaram que a exposi¢do dos girinos ao Regent® acarretou no aumento do estresse
oxidativo nos animais. Em sequéncia, Seféikova et al. (2018) verificaram que o Fipron spot-

on®, também afetou o desenvolvimento de células embrionarias de camundongo.

2.2. Ethiprole

O ethiprole também ¢é caracterizado pelo fabricante como um inseticida de contato e
ingestdo; no entanto, possui classificagdo toxicologica inferior ao seu andlogo fipronil, classe
I11 (medianamente toxico). Este composto tem sido largamente utilizado em monoculturas

como cana-de-agucar e arroz e comercializado como um inseticida foliar, de solo ou ainda
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para o uso do tratamento de sementes (ARTHUR, 2002). Ele é efetivo quando utilizado em
manejo integrado de pragas em culturas de arroz, sendo seguro para os predadores utilizados
no controle biolégico das pragas (KUMARAN et al., 2009; ZHAO et al., 2012).

Como apresentado anteriormente a respeito de seu analogo fipronil, a tabela 2 expde
as culturas nas quais o uso do ethiprole € autorizado, o modo de aplicacéo e o Limite M&ximo
de Residuo (LMR) permitido pela ANVISA. Segundo esta agéncia, 0s LMRs referem-se a
soma de ethiprole e seus metabolitos 5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]-4-
(ethylsulfonyl)-pyrazole-3-carbonitrile  (RPA 097973) e 5-amino-1-[2,6-dichloro-4-
(trifluoromethyl)phenyl]-4-(ethylsulfonyl)-pyrazole-3-carboxamide (RPA 112916).

Tabela 2. Culturas, modalidade de aplicagdo e Limite Maximo de Residuo (LMR) de
ethiprole permitidos no produto final da cultura no Brasil

Culturas Modalidade de Aplicacéo LMR (mg/kg)
Algodao Foliar 0,2
Arroz Foliar 0,005
Café Foliar 0,1
Cana-de-agucar Foliar 0,005

Fonte: ANVISA; LMR: Limite Maximo de Residuo

Este inseticida foi produzido a partir da molécula fipronil, por meio da substituicao
do radical trifluorometil-sulfinil, presente no fipronil, pelo grupo etil-sulfinil presente em sua
estrutura (figura 1) (CABONI; SAMMELSON; CASIDA, 2003). Essa modificacdo conferiu
ao ethiprole reducdo de toxicidade as células de mamiferos devido a diminuicdo de
lipofilicidade em relacdo ao fipronil (VIDAU et al., 2009).

Poucos estudos investigaram os efeitos do ethiprole nos organismos. Segundo Vidau
et al. (2009), o ethiprole nédo foi citotoxico em células epiteliais humanas. No entanto, novos
estudos tém observado que o ethiprole pode interferir na polinizacdo e no comportamento do
forrageamento de abelhas (Apis mellifera) (SHARMA; ABROL, 2014), bem como nos
parametros neurocomportamentais de ratos CD1 (TANAKA; INOMATA, 2017; TANAKA;
SUZUKI; INOMATA, 2018).
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Figura 1. Estruturas do ethiprole (R = C2Hs) e do fipronil (R = CFs)

Em 2010 iniciou-se a comercializagdo do Curbix®, composto comercial do ethiprole,
que segundo o fabricante conta com trés grandes diferenciais: rapido efeito de choque,
manutenc¢do dos niveis de infestacdo da praga, além de pertencer a um novo grupo quimico
para controle de cigarrinhas (Mahanarva fimbriolata). Guedes e Fontanetti (2014) realizaram
estudos sobre os efeitos desse composto comercial. As autoras puderam verificar que o
Curbix®, mesmo em concentracdes residuais, induz alteracfes na morfologia nuclear dos
eritrocitos de tilapias (Oreochromis niloticus), assim como acarreta aberracdes

cromossdmicas e distarbios mitdticos em raizes de cebola (GUEDES, 2015).

2.3. Bioindicadores e ferramentas biomarcadoras em estudos ecotoxicoldgicos

O uso de bioindicadores para avaliar o impacto de certas substancias € crucial em
estudos com o objetivo de avaliar o efeito de poluentes em organismos vivos. Varias
ferramentas podem ser associadas aos bioindicadores para avaliagdo de amostras ambientais

ou de produtos quimicos.

2.3.1. Plantas como bioindicadores e ferramentas utilizadas

As plantas estdo entre os modelos disponiveis recomendados por 6rgaos ambientais,
como International Program em Plant Bioassays (IPPB), International Organizaton for
Standardization (1SO), Organization for Economic Cooperation and Development (OECD)
e US Environmental Protection Agency (USEPA), para investigar a atividade potencialmente
toxica de produtos langados no meio ambiente (GRANT, 1982).

Além da vantagem de utilizacdo quanto a abordagem ética, elas se encontram na base
da cadeia alimentar e podem responder mais rapidamente a substdncias toxicas que

organismos em niveis tréficos mais altos, sdo passiveis de bioensaios mais simples
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comparados a outras analises ambientais e, ainda, apresentam uma ampla variedade de
biomarcadores a serem avaliados (DE SOUZA; GUEDES; FONTANETTI, 2016;
FISKESJO, 1985). Diferentes plantas tem sido usadas como bioindicadores, tais como L.
sativa (SILVEIRA et al.,, 2017), A. cepa (BONCIU et al., 2018), Tradescantia sp
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2011), Vicia faba (YILDIRIM; AGAR, 2016), Zea mays,
Nicotiana tabacum, Crepis capillaris, entre outros (DE SOUZA; GUEDES; FONTANETTI,
2016).

A cebola (A. cepa) tem sido amplamente utilizada em estudos de avaliagdo de
poluentes ambientais devido a sua sensibilidade de 82% comparada aos modelos animais.
Sdo possiveis inimeras analises nesta espécie. Essa espécie apresenta poucos cromossomos
(2n = 16) e de facil visualizagdo ao microscopio, permitindo a identificacdo de alteracdes
cromossdmicas decorrentes da exposicdo a agentes toxicos (LEME; MARIN-MORALES,
2009).

A alface (L. sativa; 2n=18) também recebe destaque entre as espécies utilizadas como
bioindicadores, principalmente em estudos ecologicos e de toxicidade de diferentes
substancias (SILVEIRA et al., 2017). Devido a sua rapida germinacdo, uniformidade e
sensibilidade, essa espécie € um excelente bioindicador em estudos de efeitos alelopéticos
(TIGRE et al., 2012).

Diferentes estudos podem ser desenvolvidos com as duas espécies. Além disso, 0 uso
de mais de um organismo para avaliar a toxicidade de poluentes ambientais é importante,
pois esses dados bioldgicos podem caracterizar melhor os potenciais efeitos toxicos de
determinadas substancias.

Dentre as analises microscopicas, estdo os testes de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade. Essas avaliacbes permitem estabelecer o mecanismo de acdo de uma
substancia ou composto no material genético. A acdo de determinados produtos pode ser
definida como aneugénica (resulta em aberracdes cromossdémicas huméricas) ou clastogénica
(relacionado a inducdo de quebras cromossémicas) (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Além dos testes microscopicos citados acima, testes macroscopicos podem ser usados
para verificar o potencial fitotoxico de poluentes por meio de analises das fases iniciais do
desenvolvimento da semente, como a germinacdo e o crescimento radicular, uma vez que,
dependendo do modo de aplicagdo, a raiz pode ser o primeiro érgdo do vegetal ao entrar em
contato com as substancias toxicas (VALERIO; GARCIA; PEINADO, 2007).

Utilizar a germinacdo de sementes expostas a contaminantes como ferramenta

biomarcadora é uma boa abordagem para entender os mecanismos toxicos dos contaminantes
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ambientais para as plantas (LIU et al., 2012), uma vez que a germinacdo é uma fase
importante no ciclo de desenvolvimento vegetativo (RAHOUI; CHAOUI; FERJANI, 2008).
Além disso, segundo Sobrero e Ronco (2004), por meio da inibigdo da germinacgao pode ser
verificado o efeito letal do poluente ao organismo exposto. Outro parametro interessante a
ser analisado é o alongamento (ou crescimento) das raizes. Esse parametro traz informacoes
germinacdo, o agente pode agir retardando o alongamento radicular (SOBRERO; RONCO,
2004).

2.3.2. Peixes como bioindicadores e ferramentas utilizadas

Os peixes representam um importante bioindicador de contaminacdo aquatica. Dentre
as vantagens de sua utilizacdo em estudos ecotoxicologicos, esta o fato de eles poderem estar
no ultimo nivel da cadeia alimentar no ambiente aquatico, sendo diretamente afetados pelos
produtores ou os consumidores inferiores e, assim, refletir o estado de todo o ecossistema
(ARANA et al., 2017). Além disso, 0s peixes acumulam substancias quimicas por exposi¢ao
direta aos poluentes presentes na agua dos rios e mares (ATEEQ et al., 2002).

Por serem facilmente expostos a substancias toxicas de maneira similar a outros
vertebrados superiores, os peixes tém sido extensamente usados na investigacdo de
substancias que tenham o potencial de causar efeitos teratogénicos e carcinogénicos em
humanos (HARSHBARGER; CLARK, 1990).

A espécie O. niloticus (tilapia do Nilo) esta entre os peixes com maior importancia
dentro da aquicultura mundial, perdendo apenas para a cultura de carpas e salmonideos (AL-
SHAMSI; HAMZA; EL-SAYED, 2006; MOUSA; MOUSA, 1999). Ela é originaria da bacia
do rio Nilo, no Leste da Africa e pertence & familia Cichlidae (CARVALHO et al., 2006;
SANTQOS, 1977). Sua capacidade em obter um O6timo desenvolvimento em grandes
concentracdes populacionais, diminuindo o custo de manutengdo per capita, a torna um bom
modelo para estudos ecotoxicoldgicos (PONCE-MARBAN; HERNANDEZ; GASCA-
LEYVA, 2006). Diferentes biomarcadores podem ser avaliados em tilapias, como alteracGes
fisiolégicas ou de outra natureza, seja nos tecidos ou fluidos corporais, que podem ser
associados a um comprometimento de sua saude ou uma possivel doenca.

O figado € um dérgdo metabolizador de todas as substdncias que vem pela via
sanguinea. Em peixes, apresenta hepatocitos grandes, com forma poliédrica, dispostos como
tibulos em forma piramidal com suas bases dirigidas para os sinuséides. Os nucleos séo

redondos bem definidos com um nucléolo caracteristico. Além disso, as células sdo
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intercaladas por sinuséides, nos quais se pode observar os eritrocitos (HAMPTON et al.,
1988; HOCHSTEIN; JAIN, 1981a).

Este 6rgdo desempenha um papel chave na desintoxicagdo xenobiotica por meio da
oxidacdo, reducdo, conjugacdo e reagdes de hidrdlise que fazem o armazenamento ou a
excrecdo de toxinas (MAKSYMIV et al., 2015). A utilizacdo de 6rgdos como o figado €
apropriada para se investigar alteracdes em nivel tecidual, celular e fisiol6gico (VAN DER
VOET; LIFSET; LUO, 2010).

As alteracOes histologicas sdo ferramentas Uteis para avaliagdes das relacdes entre
danos em peixes e poluicdo ambiental, atuando como bons marcadores de estresses
ambientais (MAHROUS et al., 2015; VAN DYK; COCHRANE; WAGENAAR, 2012). Para
as andlises destas alteracdes histologicas, pode ser utilizado um protocolo semi-quantitativo
que oferece informagGes importantes sobre a funcionalidade do tecido, tendo em conta 0s
diferentes tipos de alteracGes, frequéncia e o fator de importancia delas (BERNET et al.,
1999; MARINHO et al., 2014).

Além das analises morfoldgicas, parametros bioquimicos podem ser utilizados como
biomarcadores, os quais oferecem informacfes importantes dos possiveis riscos, em seu
estagio inicial, que os organismos expostos a contaminantes ambientais podem apresentar
(ARANA et al., 2017).

A oxidacao é parte fundamental da vida aerdbica e do nosso metabolismo e, desta
forma, os radicais livres podem ser produzidos naturalmente ou por alguma disfuncéo
bioldgica. No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidagédo
dos lipidios de membrana e agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,
carboidratos e DNA (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2008).

A peroxidacdo lipidica pode liberar &cidos graxos ndo saturados, por meio da agédo
das espécies reativas ao oxigénio (EROs) na desintegracéo dos fosfolipidios, resultando em
varios processos como a ruptura das membranas celulares, a mutacdo do DNA, a oxidacgédo
de lipidios insaturados, o comprometimento dos componentes da matriz extracelular,
proteoglicanos, coladgeno e elastina e 0 aumento nos niveis de malondialdeido (MDA)
(HALLIWELL; GUTTERDIGE, 2015).

O MDA é um dos intermediarios mais importantes e o aldeido individual mais
abundante produzido durante a peroxidacdo lipidica. Este aldeido é conhecido por sua
capacidade de causar reticulacdo e polimerizagdo de macromoléculas, alem de interagir com
o DNA (HOCHSTEIN; JAIN, 1981b). Por ser reativo ao acido tiobarbitdrico (TBA), existem
métodos de quantificagdo de MDA baseado no produto da unido do MDA com o TBA,

12



substancias conhecidas por TBARS (Thiobarbituric Acid-Reactive Substances) (BUEGE;
AUST, 1978).

Outra ferramenta que se pode utilizar em estudos de avaliacdo ambiental com peixes
é a presenca de proteinas ligadas ao estresse por meio de imunomarcacdes. Em condi¢oes
normais, as proteinas HSP (Heat Shock Proteins) auxiliam no correto dobramento das
proteinas recém-formadas, garantindo que possuam a configuracdo adequada para realizar
suas tarefas no ciclo celular. O aumento na sintese dessas proteinas foi inicialmente
relacionado as respostas de choque térmico; no entanto, demonstrou-se que as HSPs podem
se envolver em uma ampla lista de tarefas e serem usadas como marcadores de avaliagéo de
poluicdo e contaminacdo ambiental (MOREIRA-DE-SOUSA; SOUZA; FONTANETTI,
2018).

A HSP70 e uma chaperona molecular efetiva, desempenhando um papel na protecéao
celular de danos em resposta a estimulos de estresse (PADMINI; USHA RANI, 2008). Os
niveis de expressdo do seu gene em peixes tendem a aumentar quando expostos a poluentes.
Exemplo disso é a verificacdo no aumento da HSP70 em organismos expostos a poluentes
ambientais (ANSOAR-RODRIGUEZ et al., 2016; COELHO et al., 2018).

Além de ferramentas que avaliem o estresse causado por agentes toxicos por meio da
morfologia, da quantificacdo de peroxidacao lipidica e da presenca de proteinas de estresse
sdo necessarias ferramentas que identifiguem quando o dano excede a capacidade de reparo
ao DNA, fazendo com que as lesGes possam culminar em morte celular ou em mutac6es no
genoma (COSTA, 2003; EVANS; COOKE, 2004).

A morte celular programada promove balanco da divisdo celular e confere o
equilibrio celular dos tecidos (WYLLIE, 1997), aléem de participar do processo de remogéo
de células afetadas por exposi¢do a agentes nocivos (SALMENA, 2003). No processo de
apoptose uma série de eventos ocorre, dentre eles a quebra de DNA e a condensagédo
cromatinica, porém, a quebra de DNA é um evento que ocorre logo no inicio do processo de
apoptose, enquanto que a condensacdo ocorre no final desse processo (LOCKSHIN;
ZAKERI, 1990). A reacdo de TUNEL (Transferase terminal de deoxinucleotideos Biotina-
dUTP Nick End Labeling) é uma boa ferramenta para a deteccéo de pequenos fragmentos de
DNA (~50 pares de base) gerados pelo aumento da atividade de endonucleases durante o
programa apoptético (ENARI et al., 1998; SAKAHIRA; ENARI; NAGATA, 1998). Essa
ferramenta tem sido considerada um método eficaz na deteccdo de corpos apoptoticos em
figado (CHOI et al., 2010; LOGHMAN, 2012; TAS et al., 2013).
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3. OBJETIVOS
Este projeto teve como objetivo geral realizar um estudo comparativo quanto a
toxicidade de dois inseticidas comerciais a base de ethiprole e fipronil em diferentes
organismos ndo alvos, mesmo em doses residuais, a fim de determinar se o ethiprole,
juntamente com os adjuvantes presentes na formulagdo comercial, € uma alternativa segura
ao fipronil.
Os objetivos especificos consistiram em:
> Investigar se os inseticidas teriam efeitos letais sobre as espécies A. cepa e L. sativa.
> Verificar quais os efeitos subletais que os inseticidas poderiam gerar no desenvolvimento
inicial de A. cepa e L. sativa.
> Analisar histologicamente as possiveis alteracdes morfoldgicas no figado de O. niloticus
apos exposicao dos peixes aos inseticidas.
> Observar se os inseticidas influenciariam a atividade enzimatica e a peroxidacao lipidica
em O. niloticus.
> Verificar o estresse celular causado pelos inseticidas em O. niloticus por meio da
aplicacdo da técnica de imunomarcacdo de HSP70.
> Avaliar o efeito citotoxico dos inseticidas em hepatocitos de O. niloticus por meio do
teste de morte celular (TUNEL).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais bioldgicos

Para os testes de fitotoxicidade foram utilizadas sementes de L. sativa variedade
capitata (alface), marca Isla, lote 117023-001-52, e de A. cepa variedade baia periforme
(cebola), marca Isla, lote 117182-009-52.

Para os testes de toxicidade foram usados peixes da espécie O. niloticus (Perciformes,
Cichlidae), popularmente conhecidos como tilapia do Nilo, obtidas da Piscicultura Santa
Candida, Santa Cruz da Conceicdo, Sdo Paulo, Brasil. Para evitar diferencas intraespecificas
foram selecionados individuos com 10 centimetros de tamanho médio. Os individuos
passaram por 15 dias de aclimatacdo em tanques com sistema de filtracdo, aeracéo
suplementar e temperatura controlada (22°C+1) e mantidos sob alimentacédo diaria com ragao
comercial para peixes (Laguna — Ocialis) por até 24 horas antes da montagem do bioensaio.

O experimento com peixes foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso
Animal da UNESP- Rio Claro, S&o Paulo, sob protocolo n® 8214 de 30.09.2015 e encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
1676.899 de 15 de julho de 2009.

4.2. Inseticidas

Os inseticidas Curbix® 200 SC e Regent® 800 WG foram obtidos por meio de
representantes comerciais e estocados em local seco e escuro. Para realiza¢éo dos bioensaios,
0s compostos comerciais foram diluidos em agua mineral (pH 8,0; 13,40 mg/L de célcio;
3,93 mg/L de potéssio; 0,03 mg/L de nitrato; 35,20 mg/L de sddio) a fim de alcancar as
concentracdes desejadas para cada teste realizado. As concentracGes foram estipuladas a
partir de duas premissas: (1) Doses minimas indicadas para uso em plantios novos de cana-
de-acucar pelos fabricantes dos inseticidas, no qual o ethiprole encontra-se a 10mM e o
fipronil a 1,22mM; (2) CLso fipronil para O. niloticus em 96 horas de exposicao: 0,042 mg/L
(USEPA, 2011). Buscamos simular as condi¢cdes nas quais 0s organismos bioindicadores
aqui escolhidos poderiam sofrer no meio ambiente mesmo que, em alguns casos, fossem
legalmente permitidas e consideravelmente baixas. Dessa forma, as diluicdes de ambos os

inseticidas utilizadas nos bioensaios estdo demonstradas na tabela 3.
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Tabela 3. ConcentracGes dos compostos comerciais e seus respectivos ingredientes ativos
utilizados nos bioensaios realizados neste projeto

Bioensaio com A. cepa e L. sativa Bioensaio com O. niloticus
Composto Ingrediente ativo ~ Composto  Ingrediente ativo
Regent® 1000 mg/L 2,28 mM 0,04 mg/L 0,061 uM
667 mg/L* 1,22mM 0,02 mg/L 0,036 uM
100 mg/L 228,8 uM 0,005 mg/L 0,01 uM
10 mg/L 22,88 uM
1 mg/L 2,28 uM
0,1 mg/L 0,228 uM
0,05 mg/L 0,114 uM
0,025 mg/L 0,057 uM
Curbix® 20 mL/L* 10mM 0,08 uL/L 0,037 uM
1000 pL/L 500 uM 0,04 uL/L 0,023 uM
100 pL/L 50uM 0,02 uL/L 0,011 pM
10 pL/L 5 uM
1 uL/L 0,5 uM
0,1 uL/L 0,05 uM
0,05 pL/L 0,025 uM
0,025 pL/L 0,0125 uM

* Diluicao pronta para aplicacdo em campo a partir de dose minima indicada pelo fabricante

para uso em plantios novos de cana-de-agucar.

4.3. Bioensaio com A. cepa e L. sativa
4.3.1. Montagem do bioensaio

As sementes foram dispostas em placas de Petri com 9 cm de didmetro contendo papel
filtro impregnado com 4 mL de &gua como controle negativo — C(-), sulfato de zinco
heptaidratado (0,05 M) como controle positivo — C(+) e diferentes solucdes dos compostos
estudados apresentadas na tabela 2. As placas foram mantidas de forma aleatoria sob
temperatura controlada de 22°C+l, sem fotoperiodo, em incubadora BOD (Demanda
bioquimica de oxigénio). Cada modelo experimental contou com cinco réplicas com 30
sementes cada. As sementes foram expostas diretamente as solugdes por um periodo de 120

horas.
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4.3.2. Analises de fitotoxicidade

A metodologia utilizada para as andlises de fitotoxicidade foi recomendada por
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, do inglés United States
Environmental Protection Agency) (1996) e Torres (2003).

4.3.2.1. Indice de velocidade de germinacéo (IVG) e porcentagem de germinacéo

Durante o bioensaio foi observado o nimero de sementes germinadas nos periodos
de 8, 16, 24, 32, 40 e 48 horas para L. sativa e 24, 32, 40, 56, 64, 72, 80, 88 e 96 horas para
A. cepa. A partir dos dados obtidos foi calculado o indice de velocidade de germinacéo (1VG),
por meio da formula (N1x1)+(N2—N1)x1/2+(N3—-N2)x1/3+...(Ny—(Ny—1))x1/y, onde Ny
corresponde ao numero de sementes germinadas em um dado periodo e y representa ao
numero total da avaliagdo de time-points (PALMIERI et al., 2014). Ao final das 120 horas,
foram contabilizadas as sementes germinadas. Para determinacdo da porcentagem de
germinacdo das sementes foi utilizada a férmula: total de sementes germinadas/total de
sementes por tratamento x 100.
4.3.2.2.Alongamento radicular e taxa de fitotoxicidade

Ao término da exposicao, as placas foram mantidas por 48 horas em freezer -20°C
para posterior medicdo. Entdo, foram fotografadas e cada semente germinada foi medida por
meio do programa de processamento de imagens Imagel. A taxa de fitotoxicidade foi
calculada de acordo com a seguinte formula adaptada de Chou e Lin (1976) e Chou et al.
(1981): [(media do comprimento do C(-) - média comprimento do tratamento)/(média do

comprimento das raizes do C(-))] x 100.

4.4. Bioensaio com O. niloticus
4.4.1. Andlises fisico-quimicas

Foram realizadas, por Bioagri Laboratorios LTDA — Mérieux NutriSciences, analises
fisico-quimicas das aguas contendo as diferentes concentragcdes dos inseticidas estudados nos
quais os peixes foram expostos. A amostragem foi realizada conforme os seguintes métodos:
pH: SMWW, 222 Edicdo, 2012 - Método 4500H+ B; Metais (ICP-MS): Det.: SMWW, 222
Edicdo, 2012, Método 3125 B / Preparo: EPA 3010 A: 1992 e EPA 3005: 1992; fipronil e
ethiprole: POP PA 076 - Rev. 15. Além da concentragdo de cada inseticida nos aquérios,
foram determinados parametros como: pH e metais totais. As amostras de agua foram

coletadas no inicio do experimento e no final, decorridas as 96 horas de bioensaio.
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4.4.2. Montagem do bioensaio

Peixes (n=70) de comprimento médio de 10 cm foram distribuidos aleatoriamente em
14 aquarios de 40 L, sendo divididos em: controle, contendo &gua de poc¢o artesiano; trés
diferentes concentracbes de Regent® e trés diferentes concentracbes de Curbix®,
apresentadas na tabela 2. Em cada aquéario foram colocados cinco peixes. O bioensaio durou
um periodo de 96 horas, em sistema estatico com aeracdo continua — sem renovacao de agua,
com temperatura (22°C+1) e pH dos tanques controlados. Os peixes foram mantidos em
jejum durante o bioensaio. Para a coleta do figado, os espécimes foram anestesiados com
benzocaina, eutanasiados e dissecados. Para as analises moleculares, os 6rgdos foram
retirados, lavados em solucdo salina e congelados imediatamente a -80°C até serem
processados para uso. Para a analise histoldgica, o figado foi fixado em solu¢do Bouin ou
paraformaldeido 4% por aproximadamente 24 horas; em seguida, 0os materiais foram

mergulhados em tampdo fosfato de sodio pH=7,4 e mantidos em geladeira.

4.4.3. Andlise de peroxidacao lipidica
4.4.3.1. Preparacdo das amostras

Foram elegidos aleatoriamente trés animais de cada tratamento para a aplicacdo das
ferramentas moleculares. O tecido hepatico foi primeiramente pesado e, entdo,
homogeneizado em tampdo fosfato 0,1 M (pH 7,4). ApG6s homogeneizacdo, as amostras
foram centrifugadas em 1000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi congelado em freezer -80°C
para a realizacdo das técnicas. As técnicas foram aplicadas individualmente nos animais de
cada tratamento, bem como 0s testes estatisticos e, entdo, a média e desvio padrdo foram

obtidos para apresentacdo dos dados.

4.4.3.2. Quantificacdo da concentracdo de proteinas totais

Para a determinacdo de proteinas totais, uma curva de calibracdo foi pré-estabelecida
a partir de diferentes concentracdes de albumina 22%. A dosagem de proteinas foi realizada
por meio do método de Bradford (1976). As absorbancias, obtidas a 595 nm, foram inseridas
na equacdo da reta, o que permitiu a determinacdo da concentracdo de proteina para o figado

dos animais expostos aos tratamentos.

4.4.3.3. Determinacéo de substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS)
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A quantificacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada por meio do TBARS Assay Kit
(Cayman Chemical), respeitando-se as orientacdes do fabricante. O malondialdeido (MDA)
foi utilizado como indicador de peroxidacdo lipidica. A peroxidacdo lipidica foi determinada
pela medida da quantidade de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) formadas
durante a decomposicdo de hidroperéxidos lipidicos, a maioria formada a partir de MDA. A
absorbancia foi mensurada colorimetricamente & 532 nm usando um leitor de microplacas.

O conteudo de MDA foi calculado para cada amostra a partir de uma curva padrao.

4.4.4. Imunomarcacdo da HSP70 (Heat Shock Proteins)

Para aplicacdo da técnica, os orgaos sofreram desidratacdo em série crescente de
alcool a 4°C (15%, 30%, 50%, 70%, 85%, 90%, 95% e 100%) durante 20 minutos cada
banho. Em seguida, passou por banhos de xilol + alcool, xilol (1) e (I1) por mais 20 minutos
cada. Apo0s isso, os materiais foram embebidos e incluidos em parafina liquida (Paraplast).
SeccOes de 4um de espessura foram cortadas em serie com o auxilio de um micrétomo e
recolhidas em laminas. A técnica foi realizada segundo o protocolo adaptado proposto por
Silva-Zacarin et al. (2012). Primeiramente, as laminas foram desparafinizadas em solucGes
de xilol, xilol+alcool e alcool absoluto por 10 minutos cada e, entdo, gradualmente
reidratadas em série decrescente de alcool (95, 80, 70, 50%) e agua destilada. As sec¢bes
foram permeabilizadas com Triton X-100 para garantir o livre acesso do anticorpo ao seu
antigeno e, em seguida, lavadas com PBS. Para a imunomarcacdo da HSP70, foram utilizados
0 anticorpo primario monoclonal anti heat shock protein 70 - HSP70 (Sigma-Aldrich) e o
anticorpo secundario anti mouse IgG molécula inteira conjugado com fosfatase alcalina
(Sigma-Aldrich), incubados em cadmara Umida a 37°C, apds etapa de blogueio dos sitios
inespecificos para ligacdo com os respectivos anticorpos. Para a revelacdo da imunomarcacao
foi utilizado o kit EnVision (Dako™) G|2 System/AP Rabbit/Mouse (Permanent Red). Nas
laminas para controle da técnica, o anticorpo primario foi omitido e ndo houve marcacdes,
atestando a eficiéncia da deteccdo imuno-histoquimica de HSP70 nas demais laminas. Os
resultados obtidos foram fotografados em fotomicroscépio por meio do programa de captura
de imagens Leica Qwin Standard v.28 e analisados por meio do software ImageJ, que
forneceu a porcentagem de &rea imunomarcada intensamente detectada em relagdo a area
total do material analisado em cada secgdo histoldgica. Considera-se marcagdo positiva
quando se observa uma cor vermelho-rosada representada pela deposi¢ao do cromégeno nos

sitios de ligacéo antigeno-anticorpo, podendo ser de intensidade maior ou menor conforme a
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quantidade de proteinas da familia HSP70 presente nas células e negativa quando nao se

observa qualquer marcagdo nesta coloragéo.

4.4.5. Aplicacdo do método TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling)

A aplicacdo do método TUNEL foi realizada por meio do In situ Cell Death Detection
Kit. Primeiramente, os materiais foram incluidos em agarose e, posteriormente, seccionados
em vibratomo. Os cortes foram recobertos com solugao de proteinase K (20 pg/mL em 10Mm
Tris-HCI, pH 7,5) por 30 minutos, a 60°C. Em seguida, as laminas foram lavadas com PBS,
quatro vezes por 2 minutos. Depois disso, foi adicionada a solu¢cdo de TUNEL sobre as
seccOes histoldgicas tratadas, enquanto que a ldmina com o controle da técnica recebeu
solugdo sem a enzima. As secc¢des foram mantidas em cdmara umida por 60 minutos a 37°C
e depois lavadas em PBS, trés vezes por 2 minutos. As laminas foram montadas com o meio
de montagem Prolong Gold. Para a realizagdo desta técnica foram feitos controles positivo e
negativo. No controle positivo, foi adicionada a DNase, para que houvesse a quebra
“forgada” do DNA e ocorresse marcagdo. Ja no controle negativo, foi adicionado apenas o
anticorpo, sem a enzima, a fim de testar o kit e verificar sua viabilidade e funcionalidade. A
analise das laminas foi realizada por meio de um microscopio confocal de varredura a laser
(Leica TCS-SP5 I1). A aquisicdo das imagens foi feita por meio do software Leica
Application Suite-AF. Todos os materiais foram fotografados com os mesmos parametros,
sendo eles Smart Gain: 850 V; Smart Offset: (-1); Pinholi: 67.9 um; Line: 8; Frame: 2;
Resolucdo: 1024x1024; Velocidade: 40Hz; Lazer 10% Standy; Numero de steps: 5 e Z-

volume = 50 pm.

4.4.6. Histologia
Os materiais coletados foram desidratados em série alcodlica por 20 minutos cada

concentracdo (15%, 25%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%), colocados em resina de
embebicdo por no minimo 24 horas e, finalmente, incluidos em resina contendo catalisador.
Ap0s polimerizacao, os blocos foram seccionados com espessura de até 4 um, com auxilio
de micrétomo. Os cortes foram hidratados e recolhidos em laminas. Depois de secas, as
laminas foram coradas com hematoxilina-eosina de acordo com Junqueira e Junqueira
(1983). As laminas foram mergulhadas em hematoxilina de Harris por 6 minutos e, entdo,
colocadas em agua por 4 minutos para que a reagdo ocorra. Logo em seguida, as laminas

foram mergulhadas em eosina aquosa por 5 minutos, lavadas com agua corrente, secas e
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montadas com balsamo do Canada. Duas I&minas com oito sec¢Bes foram analisadas para
cada peixe, com n =5 para cada tratamento.

A descrigdo e a avaliacdo das alteracOes histolégicas foram baseadas nos protocolos
de Bernet et al. (1999) e Marinho et al. (2014). Fatores de importancia (w) foram
determinados para cada lesdo, com base em sua importancia patoldgica, de acordo com a
forma como ela afeta a funcdo do 6rgédo e a sobrevivéncia dos peixes. As alteracGes foram
previamente classificadas em trés fatores de importancia: (1) importancia patoldgica minima,
a lesdo é facilmente reversivel com o fim da exposi¢do ao toxicante, (2) importancia
patolégica moderada, a lesdo é reversivel na maioria dos casos, quando o estressor é
neutralizado e (3) alta importancia patoldgica, a lesdo geralmente é irreversivel, levando a
perda parcial ou total da funcdo do 6rgdo. As alteracdes histopatoldgicas também foram
pontuadas (a) em uma escala de 0 a 6, dependendo do nivel e extensdo da alteracdo, como
segue: (0) nenhuma ocorréncia, (2) ocorréncia leve, (4) ocorréncia moderada e (6) ocorréncia
severa. Além disso, valores intermediarios também foram incluidos. O indice de alteracéo
foi calculado multiplicando-se o fator de importancia pelo escore. O indice total de cada
individuo, correspondente a avaliacdo das alteracfes histopatoldgicas no figado de cada

animal examinado, foi calculado como: Indiceina = 3 (w x a)

4.5. Andlises estatisticas

Todas as avaliacOes realizadas neste trabalho sofreram analise de variancia (p= 0.05).
A normalidade e a homogeneidade dos dados foram analisadas a partir dos testes Shapiro-
Wilk e Levene, respectivamente. O teste estatistico ANOVA com post hoc Dunnett foi
aplicado quando a distribui¢do foi normal e homogénea. Caso contrario, aplicou-se o teste

Kruskal Wallis. As analises foram performadas no software IBM SPSS statistics 25.
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RESULTADOS

Os resultados deste trabalho serdo apresentados na forma de artigos cientificos.

ARTIGO 1: Fitotoxicidade de formulagcdes comerciais a base de fenilpirazdis sobre o

desenvolvimento inicial dos bioindicadores vegetais A. cepa e L. sativa

ARTIGO 2: Diluigdes residuais de dois inseticidas contendo fipronil e ethiprole induzem

estresse oxidativo em peixes

ARTIGO 3: Acdo citoprotetora e antiapoptética da proteina de estresse HSP70 em
Oreochromis niloticus expostos a dilui¢cBes residuais de inseticidas com fipronil e
ethiprole

- Artigo submetido em Journal of Environmental Science and Health, Part B:
Pesticides, Food Contaminants, and Agricultural Wast
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ARTIGO 1

Fitotoxicidade de formulagdes comerciais a base de fenilpirazéis sobre o
desenvolvimento inicial dos bioindicadores vegetais A. cepa e L. sativa

Thays de A. Guedes ?®; Raphael Bastdo de Souza®; Carmem Silvia Fontanetti @

2UNESP (Sédo Paulo State University) Instituto de Biociéncias, Rio Claro, Sdo Paulo,
Brazil.

bEscola de Engenharia Civil, Arquitetura e Design Urbano, Universidade de Campinas,

Campinas, Brasil.

RESUMO

O fipronil é um composto neurotoxico que atua sobre os receptores GABA (&cido gama-
aminobutirico) de insetos. Foi considerado um dos inseticidas mais bem-sucedidos por
mais de uma decada. Sua toxicidade em diversos organismos nao alvos levou a producao
de um novo membro da familia fenilpirazol com rapido efeito de choque, o ethiprole.
Neste interim, pouco se sabe sobre seus impactos sobre o meio ambiente, menos ainda
quando se apresenta na forma de composto comercial. Diferentes espécies podem ser
utilizadas para investigar os efeitos dos inseticidas em plantas, dentre elas estdo a alface
(Lactuca sativa) e a cebola (Allium cepa). Desta forma, este estudo almejou investigar os
efeitos de diferentes concentracGes dos inseticidas Curbix® 200 SC e Regent® 800 WG,
formulacBes comerciais contendo ethiprole e fipronil, respectivamente, sobre o
desenvolvimento inicial das espécies L. sativa e A. cepa. Os testes em A. cepa
demonstraram que o Curbix® induziu a reducdo na porcentagem de germinacdo, no
indice de velocidade de germinacdo (IVG) e no alongamento das raizes expostas as
maiores concentracdes. Em L. sativa, as concentracGes residuais de ambos o0s inseticidas
estimularam a velocidade em que as sementes germinaram, bem como o alongamento das
mesmas. Os resultados apresentados evidenciam que o Curbix® ndo demonstrou ser uma

alternativa mais segura ao Regent® sobre os bioindicadores utilizados.

Palavras-chave: ethiprole, fipronil, Allium cepa, Lactuca sativa
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1. INTRODUCAO

O monitoramento dos impactos ecol6gicos dos pesticidas € uma necessidade
global, especialmente quando se considera o0 seu aumento em uso, demanda e liberagéo
legal no meio ambiente (KOHLER; TRIEBSKORN, 2013). Estudos demonstram que o
uso de pesticidas sisttmicos como o fipronil tém contaminado os mais diversos niveis
tréficos (JACOB et al, 2015; MAZZO et al., 2018; MOSSA; SWELAM;
MOHAFRASH, 2015; QIN et al., 2015; SEFCIKOVA et al., 2018; SILVA et al., 2015;
YILDIRIM; AGAR, 2016).

O fipronil € um inseticida fenilpirazol de amplo espectro que, devido a sua longa
persisténcia e alta toxicidade aos invertebrados, foi considerado um dos inseticidas de
maior sucesso no controle de pragas domesticas e agricolas desde sua introducdo no
mercado (OZOE et al., 2015); contudo, atualmente, tem sido gradativamente suprimido
ao redor do mundo por seus efeitos deletérios nos organismos nao alvos (BONMATIN et
al., 2015; PISAetal., 2014; SIMON-DELSO et al., 2015; VAN DER SLUlJS et al., 2015;
VAN LEXMOND et al., 2015). A partir de uma pequena modificacdo em sua estrutura
foi produzido o ethiprole, conferindo menor lipofilicidade e, assim, toxicidade reduzida
comparada ao fipronil (CABONI; SAMMELSON; CASIDA, 2003; VIDAU et al., 2009).

O ethiprole é um inseticida de contato e ingestdo que possui classificacdo
toxicoldgica inferior ao seu analogo fipronil, classe Il (medianamente toxico). E
comercializado como um inseticida foliar, de solo e eficaz no tratamento de sementes
armazenadas (ARTHUR, 2002).

Apesar de poucos estudos, observou-se que este fenilpirazol pode interferir na
polinizacdo e no comportamento do forrageamento de abelhas (Apis mellifera)
(SHARMA; ABROL, 2014) e nos parametros neurocomportamentais de ratos CD1, tanto
em adultos como na prole em periodo de lactacdo (TANAKA; INOMATA, 2017,
TANAKA; SUZUKI; INOMATA, 2018). O inseticida ainda pode alterar a morfologia
nuclear dos eritrdcitos de tilapias (Oreochromis niloticus), mesmo em concentracdes
muito baixas (GUEDES; FONTANETTI, 2014).

A avaliacdo dos impactos que inseticidas como o fipronil e o ethiprole nos
organismos podem causar ao meio ambiente ocorre por meio de diversas metodologias.
O uso de protocolos que possuem amparo de 6rgdos mundialmente reconhecidos como
International Program em Plant Bioassays (IPPB), International Organizaton for
Standardization (1SO), Organization for Economic Cooperation and Development

(OECD) e US Environmental Protection Agency (USEPA) traz maior confiabilidade para
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um teste, além de garantir a sua reprodutibilidade. O uso de plantas como bioindicadores
é muito comum nos estudos toxicologicos, uma vez que estes organismos podem
responder mais rapidamente a substancias toxicas que organismos em niveis troficos mais
altos; s@o passiveis de bioensaios mais simples comparados a outras analises ambientais
e, ainda, apresentam uma ampla variedade de biomarcadores a serem avaliados (DE
SOUZA; GUEDES; FONTANETTI, 2016; FISKESJO, 1985; GRANT, 1982).

As espécies Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola) sdo muito utilizadas
em testes de germinacdo e crescimento radicular de sementes (ANDRADE-VIEIRA;
PALMIERI; DAVIDE, 2017; SCHERER et al., 2019; SILVEIRA et al., 2017). O uso
desses parametros tem sido cada vez mais reportado, uma vez que a germinacao pode
fornecer informagdes sobre os efeitos letais de um composto, assim como a subletalidade
pode ser verificada por meio do acompanhamento da emissao de suas raizes (BONCIU
et al., 2018; SOBRERO; RONCO, 2004).

Considerando 0 exposto e levando em conta que o ethiprole foi langcado no
mercado como um inseticida menos toxico que o fipronil e com a mesma eficécia, o
objetivo deste estudo foi investigar os efeitos de diferentes concentracfes dos inseticidas
Curbix® 200 SC e Regent® 800 WG sobre o desenvolvimento inicial das espécies L.
sativa e A. cepa. Objetivou-se também averiguar se o ethiprole em conjunto com o0s
adjuvantes presentes no composto comercial € uma alternativa mais segura para 0 meio

ambiente.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Preparacdo dos compostos comerciais a serem testados

Curbix® 200 SC e Regent® 800 WG foram obtidos por representantes comerciais
e diluidos em agua mineral (pH 8,0; 13,40 mg/L de célcio; 3,93 mg/L de potéssio; 0,03
mg/L de nitrato; 35,20 mg/L de sddio) a fim de alcancar as concentracdes desejadas para
cada teste realizado. As concentragbes foram estipuladas levando em conta as doses
minimas indicadas para uso em plantios novos de cana-de-agUcar pelos fabricantes dos
inseticidas, no qual o ethiprole encontra-se a 10mM e o fipronil a 1,22mM. Primeiramente
foi realizado um bioensaio com diferentes concentracdes dos inseticidas com o intuito de,
a partir de uma possivel curva de regressao, estipular o ICso (metade da concentracéo
inibitéria maxima) de cada composto sobre os bioindicadores utilizados (bioensaio 1). As
doses utilizadas foram: 1000, 100, 10, 1, 0,1, 0,05 e 0,025 pL/L de Curbix® e 1000, 100,
10, 1, 0,1, 0,05 e 0,025 mg/L de Regent®. Por fim, outro bioensaio foi performado com
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a concentracdo minima indicada da calda (composto diluido em agua pronto para a
aplicacdo em campo) de cada inseticida a fim de investigar a exposi¢do direta que as
plantas podem sofrer dos inseticidas estudados, sendo 667 mg/L de Regent® e 20 mL/L
de Curbix® (bioensaio 2). As diluicGes utilizadas de cada composto comercial,
juntamente com a concentracdo molar de seu respectivo ingrediente ativo, estdo

representadas na tabela 1.

2.2. Exposi¢ao dos modelos aos compostos comerciais

Sementes de L. sativa variedade capitata (alface), lote 117023-001-52, e de A.
cepa variedade baia periforme (cebola), lote 117182-009-52, compradas da ISLA®,
foram dispostas em placas de Petri com 9 cm de didmetro contendo papel filtro
impregnado com 4 ml de agua como controle negativo — C(-), sulfato de zinco
heptahidratado, ZnSOs-7H.0, (0.05 M) como controle positivo — C(+) e diferentes
solugdes dos compostos estudados. As placas foram mantidas de forma aleatdria sob
temperatura controlada de 22°C+1, sem fotoperiodo, em incubadora BOD. Cada modelo
experimental contou com cinco réplicas com 30 sementes cada. As sementes foram

expostas diretamente as solugdes por um periodo de 120 horas.

2.3. Analises de germinacdo, Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG),
alongamento radicular e taxa de fitotoxicidade

Durante o bioensaio foi observado o nimero de sementes germinadas nos periodos
de 8, 16, 24, 32, 40 e 48 horas para alface (L. sativa). Para a cebola (A.cepa), as sementes
germinadas foram contadas nos periodos de 24, 32, 40, 56, 64, 72, 80, 88 e 96 horas para
A. cepa.

A partir dos dados obtidos, foi calculado o indice de velocidade de germinacgédo
(GSI), por meio da formula (N1x1)+(N2-N1)x1/2+(N3—N2)x1/3+...(Ny—(Ny—1))x1/y,
onde Ny corresponde ao numero de sementes germinadas em um dado periodo e y
representa o nimero total da avaliacdo de time-points (PALMIERI et al., 2014). Ao final
das 120 horas, foram contabilizadas as sementes germinadas. Para determinacdo da
porcentagem de germinacdo das sementes foi utilizada a formula: total de sementes
germinadas/total de sementes por tratamento x 100.

Ao término da exposicéo, as placas foram mantidas por 48 horas em freezer -20°C
para posterior medicdo. Entéo, foram fotografadas e cada semente germinada foi medida

por meio do programa de processamento de imagens ImageJ. A taxa de fitotoxicidade foi
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calculada de acordo com a seguinte férmula adaptada de Chou e Lin (1976) e Chou et al.
(1981): [(média do comprimento do C(-) - média comprimento do tratamento)/(media do

comprimento das raizes do C(-))] x 100.

2.4. Andlises estatisticas

Todas as avaliacGes realizadas neste trabalho sofreram anélise de variancia (p=
0.05). A normalidade e a homogeneidade dos dados foram analisadas a partir dos testes
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. O teste estatistico ANOVA com post hoc
Dunnett foi aplicado quando a distribuicdo foi normal e homogénea. Caso contrario,
aplicou-se o teste Kruskal Wallis. As anélises foram performadas no software IBM SPSS
statistics 25.

3. RESULTADOS

Os resultados da exposicao de sementes de A. cepa e L. sativa as diferentes de
Regent® e Curbix® encontram-se na tabela 2 e nas figuras 1, 2 e 3.

Neste estudo, o C(-) obteve germinacdo média superior a 80% das sementes de A.
cepa e L. sativa em ambos 0s bioensaios, possibilitando a continuacdo e a confiabilidade
dos testes realizados. O C(+) ndo inibiu a germinacdo das sementes em ambas as espécies.
No entanto, apds germinadas, o desenvolvimento das raizes foi inibido em L. sativa e
retardado em A. cepa em relacdo ao C(-). O alongamento de raiz e a porcentagem de

germinacdo foram analisados ao fim de 120 horas.

3.1. Bioensaios com A. cepa

Ao término de 5 dias da exposicdo do bioensaio 1, nenhuma diferenca
significativa foi observada tanto na germinacdo como no IVG das sementes expostas as
diferentes concentracGes de Regent®. Por outro lado, a exposicao as concentracdes 1000,
100 e 10 uL/L de Curbix® acarretou uma queda significativa na porcentagem de
germinacdo das sementes, bem como na velocidade em que as sementes germinaram
(IVG) (tabela 2). O Regent® tampouco interferiu no alongamento das raizes e,
consequentemente, nenhuma dose avaliada apresentou taxa de fitotoxicidade
significativa. Em contrapartida, as sementes que foram expostas as concentra¢fes 1000,
100, 10 e 1 pL/L de Curbix® apresentaram reducdo significativa no seu comprimento

radicular, acarretando na significancia da taxa de fitotoxicidade dessas dilui¢ces. Os
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dados obtidos pelas concentracdes elegidas ndo possibilitaram uma curva de regressao e,
tampouco, o calculo da ICso de ambos o0s inseticidas sobre A. cepa.

Os resultados obtidos pelo bioensaio 2 revelaram que a concentracdo de 667 mg/L
de Regent® ndo atuou sobre nenhum dos parametros avaliados (figura 2). Em
compensacdo, quando comparadas ao C(-), as sementes submetidas a 20 mL/L de
Curbix® apresentaram reducéo no IVG e no alongamento de raiz e taxa de fitotoxicidade

significativa (figura 3).

3.2. Bioensaios com L. sativa

Segundo os dados obtidos no bioensaio 1, os inseticidas ndo interferiram na
porcentagem de germinacdo das sementes de alface (tabela 2). As sementes expostas a
100 mg/L de Regent® apresentaram redugdo no IVG. Ja as menores concentragdes de
ambos os inseticidas (0,1, 0,05 e 0,025 mg/L de Regent® e 0,1, 0,05 ¢ 0,025 puL/L de
Curbix®) apresentaram aumento no IVG. Da mesma forma, as concentra¢fes 1000, 0,1,
0,05 e 0,025 mg/L de Regent® ¢ 0,1, 0,05 e 0,025 pL/L de Curbix® estimularam um
alongamento significativamente maior das raizes em relacdo ao C(-). Na anélise da taxa
de fitotoxicidade, apenas o tratamento com 1000 puL/L de Curbix® foi significativa sobre
as sementes de alface.

No bioensaio 2, o0s parametros porcentagem de germinacdo e IVG néo
apresentaram valores significativos em ambos os inseticidas (figura 3). O Regent® néo
agiu sobre o comprimento das raizes. Ja 0 alongamento radicular das sementes expostas

ao Curbix® foi significativamente menor que no C(-).

4. DISCUSSAO

O uso combinado de diferentes organismos para avaliar a toxicidade de poluentes
ambientais € importante, pois esses dados biologicos podem melhor caracterizar os
potenciais efeitos toxicos dessas substancias. Este estudo avaliou a acdo fitotoxica de
formulacBes comerciais com o0s inseticidas fenilpirazois fipronil e ethiprole no
desenvolvimento inicial de alface e cebola.

O crescimento de um érgdo esta intimamente relacionado a sucessivos ciclos de
divisdo celular. Sendo assim, se 0 agente interferir na transi¢éo das fases do ciclo mitético,
a proliferacdo celular é afetada, bem como o comprimento da raiz (HARASHIMA;
SCHNITTGER, 2010). Os efeitos do Curbix® em células meristematicas de raizes de

cebola foram anteriormente investigados por Guedes (2015). Os resultados demonstraram
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que o inseticida foi genotoxico as células meristematicas, induzindo aberracdes
cromossdmicas. Além disso, as concentracdes testadas induziram aumento no indice
mitotico que, segundo as autoras, pode ter ocorrido por estimulo da proliferacdo celular
por parte do inseticida. No presente estudo, as sementes de alface expostas as menores
concentragdes de Regent® e Curbix® sofreram aumento na velocidade em que as
sementes de alface germinaram (IVG) e no alongamento das raizes. A capacidade dos
dois inseticidas em estimular esses parametros possivelmente esté relacionada a sua a¢éo
no ciclo celular. Esse efeito pode ter ocorrido tanto pelos principios ativos em si quanto
pela interagdo principio ativo-adjuvantes que pode interferir na toxicidade dos compostos
comerciais estudados. Para a elucidacdo destas questdes, estudos comparativos
necessitariam ser feitos, uma vez que nédo é disponibilizado pelas empresas fabricantes
quais sdo o0s agentes presentes no conteudo adjuvante ao principio ativo dos compostos.

Entre as diversas modalidades de aplicacdo do fipronil na agricultura, estad o
tratamento de sementes, principalmente em culturas de arroz (CONNELLY, 2001;
SCHLENK et al., 2001). Similarmente ao seu analogo, os primeiros estudos sobre o
ethiprole também recomendaram este inseticida para o tratamento de sementes
(ARTHUR, 2002). No presente estudo, o0s tratamentos com ambas as espécies expostas
ao Regent® tiveram germinacdo similar ao controle negativo. Em contrapartida, as
maiores concentracfes de Curbix® induziram em sementes de cebola a reducdo de
diferentes parametros em relacdo ao controle negativo, tais como a porcentagem de
germinacao, IVG e o alongamento das raizes. Segundo Sobrero e Ronco (2004), por meio
da inibicdo da germinacgéo pode ser verificado o efeito letal de uma substancia. Da mesma
forma, a anélise do alongamento de raiz fornece informaces sobre os efeitos subletais de
um produto, pois apesar de ndo acarretar a inibicdo da germinacdo, o agente pode agir
retardando o alongamento radicular (SOBRERO; RONCO, 2004). Posto isso, no presente
estudo, o Curbix induziu efeitos subletais as cebolas, mas ndo induziu efeitos letais, pois,
apesar de reduzir significativamente a germinacdo de sementes, a inibi¢do de germinacéo
s6 pode ser considerada um efeito letal quando ao final do experimento ndo houver
germinacao de raiz (SOBRERO; RONCO, 2004).

De acordo com os dados obtidos do bioensaio 2, os tratamentos expostos ao
Regent® apresentaram resultados similares ao controle em todos os parametros
analisados, demonstrando que a exposi¢do aguda das concentragdes testadas de Regent®,
ou seja, o fipronil juntamente com os aditivos contidos no composto comercial, ndo

desencadeou efeitos toxicos nas espécies A. cepa e L. sativa. O Curbix® agiu de maneira
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distinta nos bioindicadores, porém, negativamente em ambas as espécies. O composto
afetou todos os parametros, reduzindo significativamente o IVG e o alongamento de raiz,
refletindo, na expressiva taxa de fitotoxicidade. J& na alface, a acdo do Curbix® foi
somente sobre o alongamento de raiz, consequentemente, na taxa de fitotoxicidade.

O ethiprole foi produzido a partir da substituicdo do radical trifluorometil-sulfinil,
presente no fipronil, pelo grupo etil-sulfinil presente no ethiprole. Esta mudanca altera a
lipofilia e propriedades eletrénicas e também o destino fotoquimico e metabolico, eficacia
e toxicologia (CABONI; SAMMELSON; CASIDA, 2003). Segundo Vidau (2009), a
reducdo de sua lipofilicidade conferiu menor toxicidade ao ethiprole em relacdo ao
fipronil. Interessantemente, os resultados encontrados no presente estudo demonstraram
que Curbix®, contendo 20% de ethiprole, foi mais danoso em relagéo ao fipronil ao
desenvolvimento inicial da alface e da cebola em todos os parametros avaliados. Sabendo-
se que, assim como o fipronil, o ethiprole também pode ser utilizado no tratamento de
sementes, maiores estudos sobre a interagdo do ethiprole com os agentes adjuvantes

presente no Curbix® séo necessarios a fim de compreender se ha sinergismo entre eles.

5. CONCLUSAO

Os ensaios realizados neste estudo sdo constituidos por parametros confiaveis para
avaliacdo de fitotoxicidade de agrotoxicos. As menores concentracdes avaliadas de
Regent® estimularam o crescimento das raizes em concentragdes residuais. JA 0
inseticida Curbix® acarretou tanto em fitotoxicidade quanto reducao do alongamento de
raiz nas maiores concentracdes em cebola, bem como estimulo da velocidade de
germinacao e do crescimento de raiz nas concentragdes residuais em alface. Os resultados
demonstraram que o Curbix® apresentou efeitos mais severos sobre as plantas que o
Regent® em diversos parametros. Devido a isso, 0 Curbix® ndo demonstra ser uma

alternativa mais segura ao Regent® sobre plantas como A. cepa e L. sativa.
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Tabela 1. ConcentracGes dos compostos comerciais e seus respectivos ingredientes ativos

utilizados neste estudo

Composto comercial

Ingrediente ativo

Regent® 200 SC 1000 mg/L 2,28 mM
667 mg/L* 1,22 mM
100 mg/L 228,8 uM
10 mg/L 22,88 uM
1 mg/L 2,28 uM
0,1 mg/L 0,228 uM
0,05 mg/L 0,114 uM
0,025 mg/L 0,057 uM
Curbix® 800 WG 20 mL/L* 10mM
1000 pL /L 500 uM
100 uL /L 50 uM
10 uL/L 5 uM
1 uL/L 0,5 uM
0,1 uL/L 0,05 uM
0,05 pL/L 0,025 uM
0,025 pL/L 0,0125 uM

* Diluicao pronta para aplicacdo em campo a partir de doses minimas indicadas para uso

em plantios novos de cana-de-agucar pelo fabricante de ambos os inseticidas.
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Tabela 2. Porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo (IVG) e taxa de fitotoxicidade de sementes das espécies A. cepa e L.

sativa ap0ds exposicdo a diferentes concentracdes dos inseticidas Regent® e Curbix® por 96 h.

Tratamentos

C()
C(+)
Regent® 1000
(mg/L) 667
100
10
1
0,1
0,05
0,025
Curbix® 20000
(uL/L) 1000
100
10
1
0,1
0,05
0,025

A. cepa L. sativa
Germinacao VG Taxa de Germinacao VG Taxa de
(%) fitotoxicidade (%) fitotoxicidade
88,67+9,01 27,33+2,13 0 100,00 8,25+0,42 0
72,00+6,06 22,84+1,92 # 97,29+4,49 10,46+1,04* #
83,33 24,21+0,42 -2,49+8,23 97,33+2,79 8,29+0,50 -48,55+30,52
83,33+3,33 26,05+1,00 0,47+13,04 98,89+1,92 7,55+0,59 6,40+6,63
77,33+10,90 23,41+3,53 1,4249,76 93,98+2,76 6,60+0,62* 5,88+21,40
88,04+9,63 27,68+3,50 -3,30+8,24 97,38+2,71 8,21+0,03 -30,83+12,47
90,00+7,20 27,94+1,75 0,35+10,36 96,74+3,23 8,72+0,70 -46,66+8,83
80,00+2,72 25,21+2,25 7,71+4,81 99,17+1,67 9,55+0,69* 9,48+17,44
83,33+7,82 27,19+2,54 2,58+3,60 98,62+1,89 10,13+0,23* 1,20423,17
79,33+9,55 25,84+2,97 5,41+9,64 100,00 9,61+0,56* -10,75+29,44
73,66+11,90 21,75+2,32 46,01+4,67* 98,89+1,92 6,67+0,89 22,62+12,86
52,00+18,94*  15,5146,16* 37,97+16,84* 100,00 8,65+0,54 28,87+10,49*
50,00+11,30*  15,71+3,41* 32,54+11,03* 100,00 8,20+0,61 23,10+15,40
46,94+10,85*  15,26+0,57* 32,53+16,11* 97,40+1,46 8,71+0,63 -17,8316,63
66,85+21,03 21,07+7,68 35,05+13,44* 98,92+1,86 8,03+0,65 -1,4615,10
74,90+7,24 24,39+2,11 6,78+4,85 98,00+1,83 9,44+0,40* 16,16+18,07
84,00+5,48 26,61+0,51 -0,86+9,08 98,67+1,83 9,29+0,42* 15,17+36,85
81,33+6,91 26,63+2,29 0,24+8,16 98,67+1,83 10,00+0,62* 6,77+16,05

C(-): Controle negativo; C(+): Controle positivo. (*) Diferenca estatisticamente significativa quando comparada com o controle negativo.

(#) Parametro ndo avaliado
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Figura 1. Efeito de diferentes concentragdes dos inseticidas Regent® (mg/L) e Curbix®
(uL/L) sobre o alongamento das raizes de A. cepa (A) e L. sativa (B). Os dados
representam a média * desvio padrdo. (*) Diferenca estatisticamente significativa

(P<0,05) quando comparada com o controle negativo, C(-).
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Figura 2. Média e desvio padrédo de germinacéo (A), indice de velocidade de germinacao
—IVG (B), alongamento de raiz (C) e taxa de fitotoxicidade (D) de sementes de A. cepa
expostas as doses minimas indicadas para uso em plantios novos de cana-de-acgucar pelos
inseticidas Regent® (667 mg/L) e Curbix® (20 mL/L) por 96h. (*) Diferenca

estatisticamente significativa quando comparada com o controle negativo, C(-).
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Figura 3. Média e desvio padrdo de germinagéo (A), indice de velocidade de germinacao
—1VG (B), alongamento de raiz (C) e taxa de fitotoxicidade (D) de sementes de L. sativa
expostas as doses minimas indicadas para uso em plantios novos de cana-de-agUcar pelos
inseticidas Regent® (667 mg/L) e Curbix® (20 mL/L) por 96h. (*) Diferenca

estatisticamente significativa quando comparada com o controle negativo, C(-).
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ARTIGO 2

Diluices residuais de dois inseticidas contendo fipronil e ethiprole induzem

estresse oxidativo em peixes
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RESUMO

O malondialdeido € um dos produtos da oxidacao lipidica gerada pelo estresse oxidativo
que pode ser causado por inseticidas como o fipronil. Ele é um inseticida neurotdxico e
sisttmico que atua como um bloqueador ndao competitivo dos canais de cloreto, levando
a morte do inseto por hiperexcitacdo neuronal e paralisia. O fipronil foi considerado um
dos inseticidas mais bem-sucedidos por mais de uma década e, atualmente, tem sido
suprimido em diversos paises em virtude de sua toxicidade em organismos de todos os
niveis troficos, inclusive os humanos. Por isso, compostos que sejam mais seguros aos
organismos ndo alvos, e mais especificos em sua acdo biocida, estdo sendo empregados
na agricultura. Pouco se sabe sobre os efeitos do ethiprole nos organismos e, tampouco,
quando utilizado juntamente com os adjuvantes nas formulacdes comerciais. Desta forma,
levando em conta que compostos como o fipronil e o ethiprole alcancam o meio ambiente
por meio de misturas e que o ethiprole surgiu como alternativa menos toxica ao fipronil,
0 objetivo deste estudo foi investigar se concentracdes residuais dos compostos
comerciais Regent® e Curbix® induzem danos oxidativo e histopatoldgico em figado de
peixes Oreochromis niloticus e, ainda, se 0 Curbix® é uma alternativa segura em relacdo
ao Regent®. Foram estudadas as diluigdes 0,04, 0,02 e 0,005 mg/L de Regent® e 0,08,
0,04 e 0,02 pL/L de Curbix®. De acordo com os resultados, as maiores diluigdes

avaliadas de ambos os inseticidas induziram o aumento dos niveis de MDA, um produto

41



da peroxidacdo lipidica. Paralelamente, aumento das alteragcdes histopatoldgicas foi
observado nos figados expostos aos inseticidas. A presenca de nucleos picnoticos foi
significativa nos animais que receberam a maior diluigdo de Regent®. Os resultados
demonstraram que doses residuais de ambas as formula¢Ges comerciais induziram danos
oxidativos e teciduais, fornecendo informacdes de que a substituicdo do Regent® pelo

Curbix® pode ndo ser uma alterativa segura aos organismos aquaticos.

Palavras-chave: peroxidacéo lipidica, histopatologia, tilapia, fenilpirazol

1. INTRODUCAO

O estresse oxidativo gera produtos de oxidacéo lipidica, sendo o malondialdeido
(MDA), produto secundario dessa oxida¢do, o mais estudado na avaliagdo da
peroxidacdo. Esse metabdlito € um dos principais responsaveis pelos processos de
envelhecimento, mutag&o e morte celular nos organismos. E importante compreender 0s
efeitos resultantes da exposicdo de agentes estressantes nos organismos; permitindo,
assim, relacionar os danos a niveis bioquimicos/celulares aos impactos observados no
organismo em geral. Desta forma, o uso de biomarcadores bioguimicos como o0 MDA
tem sido empregado para a detecgdo dos primeiros impactos de poluentes em peixes
(BADGUJAR et al., 2016; CLASEN et al., 2018; HEGAZI; ATTIA; ASHOUR, 2010).

Paralelamente, biomarcadores morfoldgicos promovem evidéncias qualitativas de
adaptacdes funcionais advindas da exposi¢ao aos contaminantes. A andlise qualitativa de
danos em diferentes tecidos e células antes da morte do organismo é uma ferramenta
utilizada para indicar um nivel inicial de toxicidade (FONTANETTI et al., 2011). A
utilizacdo de érgdos como o figado € apropriada para se investigar alteracbes em nivel
tecidual, celular e fisioldgico. O figado desempenha um papel crucial nos processos de
desintoxicacdo e biotransformacdo; além disso, devido a sua fungdo, posicdo e
suprimento sanguineo, o figado € um dos 6rgaos mais afetados pela presenca de poluentes
da agua (VAN DER VOET,; LIFSET; LUO, 2010) e tem sido usado como referéncia para
analise de tecidos e danos causados por compostos toxicos ambientais (ANSOAR-
RODRIGUEZ et al., 2016; COELHO et al., 2018).

Os inseticidas tém sido extensamente consumidos atualmente na agricultura. Estes
compostos possuem caracteristicas toxicas especificas para as pragas, mas que podem
causar efeitos indesejaveis a outros organismos ndo alvos mesmo em baixas

concentracdes (SINGER et al., 2010). Na cultura da cana-de-aguUcar estdo aprovados 11
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ingredientes ativos. Dentre eles, o fipronil, uma molécula extremamente ativa e um
potente desregulador do sistema nervoso central. A acao toxica do fipronil é devido a sua
capacidade de agir no receptor do acido y-aminobutirico (GABA) como um bloqueador
ndo competitivo dos canais de cloreto, levando a morte do inseto por hiperexcitacdo
neuronal e paralisia (ZHAO, 2004)

A molécula de fipronil é considerada de amplo espectro e de degradacgdo lenta,
por consequéncia, o produto de sua degradacdo (metabdlitos) é mais toxico e persistente
do que o composto original (TINGLE et al., 2003). Tanto o fipronil como seu metabdlito
sulfona podem induzir a morte celular em células de hepatécitos humanos HepG2 (DAS
et al., 2006). Varios efeitos adversos do fipronil ja foram relatados (BONMATIN et al.,
2015; PISA et al., 2014; SIMON-DELSO et al., 2015; VAN DER SLUIJS et al., 2015;
VAN LEXMOND et al., 2015). Animais expostos ao fipronil apresentam alteragdes
ultraestruturais significativas em células hepaticas, como desorganizacdo celular,
esteatose hepética, morte celular e aumento das células de Kupffer, sugerindo um
aumento da atividade fagocitica do figado nos animais expostos (DE OLIVEIRA et al.,
2011; FERREIRA et al., 2012).

Desde sua introducdo no mercado de defensivos agricolas nas Ultimas décadas,
diversos estudos tém demonstrado seu potencial toxico em diversos organismos. Por isso,
moléculas como a do ethiprole foram desenvolvidas a fim de serem téo efetivas quanto o
fipronil e que possuam menor toxicidade aos insetos ndo-alvos. O ethiprole atua no
receptor GABA como bloqueador ndo competitivo do canal de cloreto controlado pelo
GABA e o0 seu grupo funcional é o 1-fenilpirazole (ZHAO et al., 2010). O ethiprole é
muito semelhante ao fipronil na estrutura quimica, fotoquimica, atividade metabdlica e
atividade inseticida (CABONI; SAMMELSON; CASIDA, 2003), porém, segundo é
classificado como moderadamente toxico, diferentemente do fipronil que € considerado
altamente toxico.

A toxicidade do ethiprole em organismos ndo alvos nao é tdo conhecida como a
do fipronil. Vidau et al. (2009) investigaram o potencial citotoxico dos fenilpirazois em
células epiteliais humanas. Depois de 72 horas de exposic¢do, o ethiprole ndo foi citotoxico
para as células expostas a 150 uM do produto. Os autores concluiram que o ethiprole,
produzido a partir do fipronil, € menos danoso as células devido a sua baixa lipofilicidade
mais baixa e a substituicdo do radical trifluorometil-sulfinil, presente no fipronil, pelo

grupo etil-sulfinil para a formulacdo deste inseticida. Tendo isso em vista, é de

43



fundamental importancia estudos que avaliem o potencial toxico do ethiprole em
comparacéo ao fipronil, utilizando diversos bioindicadores e biomarcadores.

A toxicidade no meio aquatico proveniente de produtos utilizados na agricultura
é uma das principais preocupacGes dos ambientalistas. Os peixes sdo excelentes
organismos para este tipo de estudo, pois possuem a capacidade de retirar, estocar e
bioacumular compostos e/ou poluentes em seus organismos (STREIT, 2012); por
possuirem essas propriedades, eles podem sinalizar o potencial perigo de novas
substancias quimicas ou para a possibilidade de poluicdo ambiental.

Diante do exposto acima e visando a importancia do uso de agrotoxicos no cultivo,
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, seus impactos na economia
mundial e a crescente demanda do mercado por produtos que sejam menos prejudiciais
ao meio ambiente, este estudo teve por objetivo investigar e comparar o potencial toxico
de doses residuais de dois inseticidas comerciais pertencentes ao grupo dos fenilpirazois,
por meio de biomarcadores histologicos e moleculares para estresse oxidativo

empregados em peixes da espéecie O. niloticus.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material biologico

Foram utilizados peixes da espécie O. niloticus (Perciformes, Cichlidae),
popularmente conhecidos como tilapia do Nilo, com 10 centimetros de tamanho médio.
Os animais foram aclimatados em tanques com sistema de filtracéo e aeracdo suplementar
e foram mantidos sob alimentacdo diaria com racdo comercial para peixes (Laguna —
Ocialis) por até 24 horas antes da montagem do bioensaio.

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso Animal da
UNESP- Rio Claro, Sdo Paulo, sob protocolo n® 8214 de 30.09.2015 e encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n 1676.899
de 15 de julho de 20009.

2.2. Inseticidas

Os inseticidas Curbix® 200 SC e Regent® 800 WG foram diluidos em agua
mineral (pH 8,0; 13,40 mg/L de calcio; 3,93 mg/L de potassio; 0,03 mg/L de nitrato;
35,20 mg/L de sodio) a fim de alcangar as diluicdes desejadas para cada teste realizado.
As diluicdes foram estipuladas a partir das doses minimas indicadas para uso em plantios

novos de cana-de-agucar pelos fabricantes dos inseticidas. Dessa forma, as diluicbes
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utilizadas nos bioensaios foram 0,04, 0,02 e 0,005 mg/L de Regent® e 0,08, 0,04 e 0,02
uL/L de Curbix®.

2.3. Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas das dguas contendo as diferentes concentraces dos
inseticidas foram realizadas por Bioagri Laboratérios LTDA — Mérieux NutriSciences,
Piracicaba, Sdo Paulo. A amostragem foi realizada conforme os seguintes métodos: pH:
SMWW, 228 Edicgdo, 2012 - Método 4500H+ B; Metais (ICP-MS): Det.: SMWW, 222
Edicdo, 2012, Método 3125 B / Preparo: EPA 3010 A: 1992 e EPA 3005: 1992; fipronil
e ethiprole: POP PA 076 - Rev. 15. Além da concentracdo de cada inseticida nos aquarios,
foram determinados parametros como: pH e metais totais. As amostras de agua foram

coletadas no inicio do experimento e no final, decorridas as 96 horas de bioensaio.

2.4. Bioensaio

Peixes de comprimento médio de 10 cm foram distribuidos aleatoriamente em 14
tanques de 40 L, sendo divididos em: controle, contendo agua de pogo artesiano; trés
diluicBes de Regent® e trés diluicbes de Curbix®. O bioensaio foi performado por um
periodo de 96 horas, em sistema estatico com aeracao continua — sem renovacao de agua,
com temperatura e pH dos tanques controlados. Os peixes foram mantidos em jejum
durante o bioensaio. Para a coleta do figado, os espécimes foram anestesiados com
benzocaina, eutanasiados e dissecados. Para as analises moleculares, os 6rgdos foram
retirados, lavados em solucdo salina e congelados imediatamente a -80°C até serem
processados para uso. Para a histologia, o figado foi fixado em solucdo Bouin por
aproximadamente 24 horas; em seguida, os materiais foram mergulhados em tampé&o

fosfato de sddio pH=7,4 e mantidos em geladeira.

2.5. Analise de peroxidacao lipidica
2.5.1. Preparacdo das amostras

Foram elegidos aleatoriamente trés animais de cada tratamento para a aplicacao
das ferramentas moleculares. O tecido hepatico foi homogeneizado e a dosagem de
proteinas foi realizada por meio do método de Bradford (1976). As absorbancias, obtidas
a 595 nm, foram inseridas na equacdo da reta, o que permitiu a determinagcdo da
concentragdo de proteina para o figado dos animais expostos aos tratamentos. Entéo, as

amostras foram congeladas em freezer -80°C ate a realizacdo das técnicas.
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2.5.2. Determinacao de substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS)

A quantificacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada por meio do TBARS Assay
Kit (Cayman Chemical), respeitando-se as orientagdes do fabricante. A absorbéncia foi
mensurada colorimetricamente a 532 nm usando um leitor de microplacas. O contetdo

de malondialdeido (MDA\) foi calculado para cada amostra a partir de uma curva padrao.

2.6. Histologia

Os materiais coletados foram desidratados em série alcodlica por 20 minutos cada
concentragéo (15, 25, 50, 70, 80, 90, 95 e 100%), colocados em resina de embebicao por
no minimo 24 horas e, incluidos em resina contendo catalisador. Apés polimerizacao, os
blocos foram seccionados com espessura de até 4 um, com auxilio de microtomo. Depois
de secas, as laminas foram coradas com hematoxilina-eosina de acordo com Junqueira e
Junqueira (1983). Duas laminas com oito se¢des foram analisadas para cada peixe, com
n =5 para cada tratamento.

A descricdo e a avaliacdo das alteracbes histoldgicas foram baseadas nos
protocolos de Bernet et al. (1999) e Marinho et al. (2014). Fatores de importancia (w)
foram determinados para cada lesdo, com base em sua importancia patologica, de acordo
com a forma como ela afeta a funcdo do 6rgéo e a sobrevivéncia dos peixes. As alteracdes
foram previamente classificadas em trés fatores de importancia: (1) importancia
patoldgica minima, a lesdo é facilmente reversivel com o fim da exposicéo ao toxicante,
(2) importancia patoldgica moderada, a leséo é reversivel na maioria dos casos, quando o
estressor é neutralizado e (3) alta importancia patologica, a lesdo geralmente €
irreversivel, levando a perda parcial ou total da funcdo do oOrgdo. As alteracOes
histopatoldgicas também foram pontuadas (a) em uma escala de 0 a 6, dependendo do
nivel e extensdo da alteracdo, como segue: (0) nenhuma ocorréncia, (2) ocorréncia leve,
(4) ocorréncia moderada e (6) ocorréncia severa. Além disso, valores intermediarios
também foram incluidos. O indice de alteracdo foi calculado multiplicando-se o fator de
importancia pelo escore. O indice total de cada individuo, correspondente a avaliacdo das
alteracdes histopatolégicas no figado de cada animal examinado, foi calculado como:
Indiceing = Y (w x @)

Desta maneira, as principais alteragdes encontradas, e seus respectivos fatores de

importancia, estdo descritos na tabela 1.
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2.7. Andlises estatisticas

Todas as avaliacGes realizadas neste trabalho sofreram anélise de variancia (p=
0.05). A normalidade e a homogeneidade dos dados foram analisadas a partir dos testes
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. O teste estatistico ANOVA com post hoc
Dunnett foi aplicado quando a distribuicdo foi normal e homogénea. Caso contrario,
aplicou-se o teste Kruskal Wallis. As anélises foram performadas no software IBM SPSS
statistics 25.

3. RESULTADOS
3.1. Analises fisico-quimica

As analises de metais totais juntamente com a quantificacdo da concentracdo de
ingrediente ativo presente em cada aquario estdo representadas na tabela 2. Nenhum
elemento foi encontrado em concentrag¢do acima do permitido para corpos d’agua e aguas
subterraneas, estabelecido pela Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
(CETESB) e pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA).

3.2. Peroxidacdo lipidica

Ap0s o periodo de 96 horas de bioensaio, a quantificacdo de MDA foi realizada
tanto nos peixes do controle quanto nos peixes expostos aos tratamentos com Regent® e
Curbix® (figura 1). O aumento nos niveis de MDA n&o sucedeu de forma concentragéo-
dependente. As diluicdes 0,005 e 0,02 mg/L de Regent® e 0,02 e 0,04 uL/L de Curbix®
ndo produziram aumento significativo nos niveis de MDA. No entanto, o Regent® a 0,04
mg/L e o Curbix®, na diluigdo de 0,08 puL/L, induziram aumento significativo nos niveis

de MDA dos peixes expostos.

3.3. Analise histologica

Os animais submetidos ao bioensaio de toxicidade, tanto o grupo controle quanto
0s grupos submetidos as diferentes dilui¢bes, apresentaram arquitetura padrao do tecido
hepatico de peixes teledsteos. O tecido apresenta hepatdcitos dispostos em fileiras com
nucleos bem definidos, apresentando citoplasma homogéneo ou ocasionalmente menos
corado, intercalados por sinusoides (figura 2A). Observa-se distribuido no parénquima

hepatico, o tecido pancreatico.
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Os animais expostos aos defensivos apresentaram algumas alteragdes
conhecidamente encontradas no figado como degeneracdo hidrépica (figura 2B),
citoplasma vacuolizado e desorganizacdo do tecido (tabela 3). Estas alteracdes foram
espacadamente observadas também no grupo controle. Além das alteracGes j& observadas
em todos 0s grupos, 0s animais expostos ao Regent® e ao Curbix® apresentaram ainda
nacleo picnético (figura 2C) e perda de limite celular (figura 2D). A presenca de nlcleo

picnotico foi estatisticamente significativa nos animais expostos a 0,04 mg/L de Regent®.

4. DISCUSSAO

A peroxidagdo lipidica tem sido sugerida como um dos mecanismos moleculares
envolvidos na toxicidade induzida por pesticidas (KEHRER, 1993). O presente estudo
investigou a agdo de concentragdes residuais dos inseticidas Regent® e Curbix® sobre
tilapias. Os resultados demonstraram que o0s niveis de MDA foram significativamente
aumentados nas células tratadas com as maiores diluices de ambos os inseticidas.

O MDA € um dos intermedidrios mais importantes produzidos durante a
peroxidacdo lipidica, ele € conhecido por sua capacidade de causar reticulacdo e
polimerizacdo de macromoléculas, além de interagir com o DNA (HOCHSTEIN; JAIN,
1981). Por ser reativo ao acido tiobarbitarico (TBA), existem métodos de quantificacdo
de MDA baseado no produto da unido do MDA com o TBA, substancias conhecidas por
TBARS (Thiobarbituric Acid-Reactive Substances) (BUEGE; AUST, 1978)

O aumento dos niveis de MDA é apenas um dos produtos da acdo deletéria da
peroxidacao lipidica. A liberacao de acidos graxos ndo saturados, por meio da acdo das
espécies reativas ao oxigénio (ERO) na desintegracdo dos fosfolipidios, pode resultar na
ruptura das membranas celulares, na mutacdo do DNA, na oxidacdo de lipidios
insaturados e no comprometimento dos componentes da matriz extracelular,
proteoglicanos, colageno e elastina (HALLIWELL; GUTTERDIGE, 2015), podendo,
assim, levar & faléncia de diferentes 6rgaos e ao comprometendo da saude do organismo.

De acordo com as analises histologicas, as dilui¢bes avaliadas ndo foram capazes
de produzir danos significativos nos animais expostos, com excecdo da presenca de
nucleos picnédticos. No entanto, apesar de ndo apresentarem diferencas significativas em
relagdo ao controle, foram encontradas alteracGes adicionais nos tratamentos com 0s
inseticidas. A perda de limite celular pode estar relacionada ao aumento dos niveis de
MDA, uma vez que, como anteriormente citado, a peroxidacdo lipidica pode agir
rompendo membranas celulares (HALLIWELL; GUTTERDIGE, 2015).
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A presenga de nucleos picnéticos, estatisticamente significativa na maior dilui¢do
de Regent® neste estudo pode ser resultado da peroxidacdo lipidica acarretada pelo
inseticida; essa alteracdo também foi observado em trabalhos que avaliaram os efeitos da
vinhagca de cana-de-acicar (MARINHO et al., 2014; COELHO et al.,, 2018), dos
herbicidas diquat (HENARES et al., 2008) e glifosato (JIRAUNGKOORSKUL, et al.,
2003) e do inseticida imidacloprido (ANSOAR-RODRIGUEZ et al., 2016) também em
figados de tilapia do Nilo. E provavel que esta condensacio da cromatina indique que as
células se tornaram hipofuncionais em um possivel processo de morte celular em resposta
ao potencial toxico do Regent® decorrente da interacdo do MDA com o DNA da célula
(FANTA et al., 2003).

Embora o fipronil tenha uma baixa solubilidade na agua (0,0024 g/L), os
compostos adjuvantes presentes nas formulagbes comerciais como o Regent® atuam
tornando-o mais soltvel, permitindo que o fipronil induza aumento na producédo de ERO,
resultando no estresse oxidativo. Por outro lado, a molécula de ethiprole é altamente
solavel em agua (9,2 g/L). Apesar dessa caracteristica Ihe conferir menor toxicidade,
opostamente ao fipronil, os compostos adjuvantes provavelmente protegem o ethiprole
da degradacéo, conferindo aumento de sua meia-vida e acdo toxica similar ao fipronil.

No entanto, a comprovacao da acdo protetiva sobre a integridade da molécula do
ethiprole proporcionada pelos compostos adjuvantes e 0 consequente aumento na
toxicidade do composto, quando comparado ao ingrediente ativo puro, seria possivel por
meio de estudos comparativos entre o composto comercial e o ethiprole puro.

Além disso, analises futuras poderdo elucidar quais vias antioxidantes foram
ativadas para que os danos causados pelas maiores dilui¢des de ambos os inseticidas ndo
tenham acarretado em alteracfes teciduais significativas, uma vez que a peroxidacdo
lipidica € o resultado da reacdo geradora de radical hidroxila que possui como substrato
o F*2, convertido a partir do F*3, e essa conversdo é acelerada pelo acimulo de H202, um
dos produtos iniciais do estresse oxidativo, que pode ser expulso por enzimas
antioxidantes como a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1985).

Consequentemente, a reducdo na atividade enzimatica poderia indicar que a
capacidade antioxidante foi superada pela quantidade de peroxidacdo lipidica dos
produtos hidroperdxidos que pode ser detectada pelos niveis de MDA no tecido, como

apresentado no presente estudo. Tal processo tem como resultado a perda das fungdes
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biologicas e/ou o desequilibrio homeostatico, em decorréncia dos danos induzidos as
células e/ou tecidos.

5. CONCLUSAO

Os inseticidas Regent® e Curbix® induziram aumento da peroxidacéo lipidica em
O. niloticus nas maiores diluicBes avaliadas. Além disso, foram observadas alteraces
histopatoldgicas nos tratamentos com os inseticidas, com presenca significativa de
nacleos picndticos nos animais expostos a maior diluicdo do Regent®. Produzido como
uma alternativa menos toxica que o fipronil, o ethiprole presente no Curbix® induziu
danos moleculares similares ao composto a base de fironil . Os resultados demonstraram

que o Curbix® pode ndo ser uma alternativa segura a0 Regent® para peixes.
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Tabela 1. Principais alteragdes encontradas em figado de O. niloticus €Xpostos aos
inseticidas Regent® e Curbix® e seus respectivos fatores de importancia

Caracteristicas analisadas

Fator de importancia

Hepatocitos Citoplasma vacuolizado 1
Degeneracao hidropica 2

Perda de limite celular 3

Nucleo picnético 3

Parénquima hepatico Desorganizagado do tecido 2
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Tabela 2. Valores dos pardmetros avaliados na caracterizagdo da agua e das dilui¢ces dos
inseticidas Regent® e Curbix® nas quais o0s peixes O. niloticus foram submetidos

PArAMEtros Regent® 200 SC Curbix® 800 WG

Controle 0,04 mg/L  0,02mg/L 0,006 mg/L 0,08puL/L 0,04 puL/L 0,02 pL/L

Ingrediente ativo - 268 g/l 158 ug/l 3,85ug/lL 147ug/L 9,05ug/L 4,25 pg/L
pH 7,72 7,90 7,94 7,83 8,04 7,91 7,89
Prata (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Aluminio (mg/L) 0,027 0,022 0,028 0,021 0,022 0,018 0,023
Arsénio (mg/L) 0,018 0,016 0,016 0,016 0,016 0,017 0,016
Boro (mg/L) 0,006 0,006 0,007 0,007 0,006 0,006 0,007
Bario (mg/L) 0,029 0,032 0,031 0,033 0,033 0,034 0,034
Berilio (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Bismuto (mg/L) <LQ 0,012 0,013 <LQ <LQ <LQ <LQ
Célcio (mg/L) 8,50 8,42 8,23 8,63 8,36 8,82 8,69
Cadmio (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cobalto (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cromo (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cobre (mg/L) <LQ <LQ 0,001 <LQ <LQ <LQ <LQ
Ferro (mg/L) 0,018 0,011 0,020 0,028 0,024 0,014 0,022
Potassio (mg/L) 0,809 0,843 0,752 0,836 0,792 0,835 0,843
Litio (mg/L) 0,010 0,012 0,012 0,012 0,013 0,013 0,013
Magnésio (mg/L) 3,10 3,16 3,01 3,19 3,07 3,29 3,16
Manganés (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Molibdénio (mg/L) 0,001 0,002 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001
Sédio (mg/L) 28,6 28,7 27,2 28,3 27,4 29,1 28,3
Niquel (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Mercario (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Chumbo (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Antiménio (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Selénio (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Silicio (mg/L) 12,0 11,9 11,7 12,0 11,9 12,2 12,1
Estanho (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Estroncio (mg/L) 0,039 0,041 0,040 0,042 0,041 0,043 0,042
Titanio (mg/L) 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Talio (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Uréanio (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Vanadio (mg/L) 0,001 0,001 0,002 0,001 0,002 0,001 0,001
Zinco (mg/L) <LQ 0,004 0,004 0,004 0,004 0,005 0,005

(Método 1060 e POP LB 010 para matrizes liquidas, CETESB 6300

56



Tabela 3. Frequéncia de ocorréncia de alteracbes hepéticas encontradas em peixes da
espécie O. niloticus expostos aos inseticidas Regent® e Curbix®

Degeneragdo Perda de Nucleo Citoplasma  Desorganizagio
Tratamentos

hidropica  limite celular  picnodtico  vacuolizado do tecido
Controle 1,55+2,12 0 0 0,80+1,10 2,64+1,61
Regent® 0,04 mg/L 0,79+1,64 1,20x2,55  3,21+2,71* 0,60+0,87 1,59+2,20
0,02 mg/L 3,20+1,81 3,60+3,29 3,61+5,27 0 2,40+2,19

0,006 mg/L  2,40+1,98 2,40+3,29 0 1,20+£1,73 0
Curbix® 0,08 uL/L 1,60+2,19 1,20+2,68 1,20+2,68  1,21+1,73 1,60+3,58
0,04 uL/L 1,61+1,53 0 0 0,80+1,65 1,20+£1,79
0,02 uL/L 2,00+3,46 0 0 0,80+1,10 0,80+1,79

Dados apresentados como média + desvio padrao.

(*) Valor estatisticamente significativo quando comparado com o Controle, de acordo

com ANOVA (p<0,05)
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Figura 1. Concentragdes de MDA em O. niloticus expostos aos inseticidas Regent® e
Curbix®. * Diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) quando comparada ao grupo

controle.
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Figura 2. SeccOes hepaticas de O. niloticus expostos coradas com hematoxilina-eosina.

Grupo controle (A) e grupos dos tratamentos (B, C e D). h: hepatécitos; n: nucleos; e:
eritrocitos; s: sinusoides; dh: degeneracao hidropica; np: nicleo picnético; cv: citoplasma
vacuolizado; *: perda de limite celular; »: desorganizacdo do tecido.
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ARTIGO 3

Acdo citoprotetora e antiapoptotica da proteina de estresse HSP70 em
Oreochromis niloticus expostos a dilui¢Ges residuais de inseticidas com fipronil e
ethiprole

Thays de Andrade Guedes; Cristina Moreira-de-Sousa; Hellen Maria Soares Lima;
Tatiane Caroline Grella; Priscila Cintra Socolowski; Carmem Silvia Fontanetti

UNESP (S0 Paulo State University), IB (Instituto de Biociéncias), Av. 24-A, 1515, CEP:
13506-900, Rio Claro, Séo Paulo, Brazil

RESUMO

O fipronil € um inseticida neurotdxico da familia fenilpirazol que tem sido usado
extensivamente por todo o mundo nos dltimos 10 anos. Entretanto, esta molécula tem
sido controlada e banida gradativamente devido a sua toxicidade comprovada em diversos
organismos nao alvos. Nesse contexto, o ethiprole foi criado a partir de uma pequena
modificacdo da estrutura de seu analogo fipronil, com intuito de minimizar sua toxicidade
por meio da reducdo de sua lipofilicidade. O uso desses inseticidas no campo pode ter
como destino final o ambiente aquatico. Comercializados na forma de misturas, pouco se
sabe sobre os efeitos moleculares das doses residuais de seus compostos comerciais. Por
esta razdo, o presente estudo almejou avaliar os efeitos celulares que as diluicbes com
concentracdes residuais de dois compostos comerciais contendo fipronil e ethiprole
poderiam apresentar no figado de Oreochromis niloticus (tilapia). Para este fim, os peixes
foram expostos as concentracdes 0,04, 0,02 e 0,005 mg/L de Regent® e 0,08, 0,04 e 0,02
uL/L de Curbix®, contendo, respectivamente, fipronil e ethiprole, por 96 horas. Amostras
do figado foram coletadas e processadas de acordo com o protocolo estabelecido para a
técnica de imunomarcacdo da HSP70, bem como para o método de TUNEL. As dilui¢bes
avaliadas de ambos o0s compostos comerciais ndo foram capazes de causar danos
moleculares significativos ao tecido hepatico dos animais expostos a ambos 0s
inseticidas, porém, foi observado aumento de fragmentacdo do DNA em varios grupos.
Embora poucos danos moleculares tenham sido induzidos por ambos os inseticidas nas
dosagens avaliadas, € necessario cautela no uso, uma vez que as doses reais utilizadas no

campo Sao maiores.
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Palavras-chave: TUNEL, proteinas de estresse, til&pias, imunomarcacao

1. INTRODUCAO

O uso extensivo de inseticidas tem provocado consequéncias sérias como a
evolucédo da resisténcia dos insetos alvos. 1sso acarreta na necessidade do aumento da
dosagem do produto e, assim, pode implicar na perda de um composto ou até mesmo de
toda a sua classe. ' 2 Este fendmeno pode ser observado dentro de uma classe,
relativamente nova, que surgiu na década de 1990 com a necessidade de se produzir
compostos menos téxicos e de diferentes modos de acdo nos insetos-alvos — 0s
fenilpirazois. &

Essa classe é formada por compostos neurotoxicos que atuam nos receptores
GABA (Acido gama-aminobutirico) dos insetos, impedindo o bloqueio da passagem de
jons de cloreto apés o impulso nervoso. A auséncia de inibicdo sindptica causa
hiperexcitacdo do sistema nervoso central e provoca a morte do organismo. ! O fipronil
foi o primeiro fenilpirazol utilizado como alternativa extremamente eficiente aos
inseticidas organoclorados e organofosforados. %61 Em contrapartida a sua efetividade
inseticida, hd uma gama de estudos que demonstram a toxicidade do fipronil em diversos
organismos ndo-alvos como plantas, [ 8 abelhas, © 1% crustaceos, ' 121 peixes, [13-16]
roedores, 317181 qyes [19.201 & em humanos. [21-22

Com base nesta problematica, houve a necessidade de se elaborar novas
substancias que apresentassem eficacia similar ao fipronil, porém que induzissem menor
toxicidade e menos danos ambientais. Nesse cendrio surge o ethiprole, um inseticida de
contato e ingestdo fabricado para o controle de pragas de algodao, arroz, café e cana-de-
acucar com menor lipofilicidade. 2% Essa caracteristica Ihe proporciona uma toxicidade
reduzida comparada ao fipronil. 4l Apesar de poucos, ja existem estudos que
demonstrem seus efeitos deletérios em abelhas africanizadas, 12 roedores 2% 271 ¢ em
peixes. [28]

A aplicacdo de agrotoxicos como o fipronil e o ethiprole é realizada
principalmente no ecossistema terrestre. Desta maneira, 0s organismos ali presentes
sofrem exposicdo direta aos seus diversos efeitos. No entanto, os ambientes aquaticos
atuam como receptores finais de muitos desses xenobidticos. Essa “capacitagdo” pode
ocorrer de diferentes maneiras: via aérea, carreamento superficial e derramamentos

acidentais, deriva e/ou lixiviagdo. No caminho entre a aplicacdo e 0 ambiente aquético,
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transformacoes fisico-quimicas e biologicas podem acontecer em um composto e, ainda,
seu destino pode ser governado por processos de retencdo e de transformacdo como
sorcdo, degradacdo bioldgica e decomposicdo quimica. 2% 30

A partir desta conjuntura, torna-se necessario atrelar aos estudos existentes com
os ingredientes ativos, investigagdes que avaliem os efeitos desses agrotdxicos nos
organismos aquaticos, uma vez que, parte dessas substancias quase sempre encontra seu
destino final em recursos hidricos. Soma-se a isso o fato de os agrotéxicos serem uma
mistura, ou seja, coquetéis com adjuvantes (também chamados de outros ingredientes,
inertes, co-formulantes) que proporcionam ao ingrediente ativo maior solubilidade e o
protegem da degradacdo de modo que, consequentemente, aumente sua meia-vida e
melhore sua agdo pesticida. 3% 321

Uma forma eficaz de investigar o impacto que um agrotéxico pode causar ao
ambiente aquético é por meio da utilizagio integrada de bioindicador e biomarcador. [
Desta forma, diminui-se a probabilidade de interpretacdo incorreta das informacoes
fornecidas e oferece-se uma simulagfo mais realistica de uma condigio ambiental. 4]

Dentre os bioindicadores aquaticos destacam-se 0s peixes da especie Oreochromis
niloticus (tilapia do Nilo), o qual tem demonstrado ser um excelente indicador ambiental
mundialmente utilizado na avaliacdo de poluentes. 5371 A espécie tem sido empregada
na deteccao de proteinas de estresse (HSPs) e de fragmentacdo no DNA, biomarcadores
moleculares que oferecem importantes informac6es sobre a toxicidade dos agrotdxicos.
[38-41]

Paralelo ao uso de eficientes bioindicadores, é interessante selecionar qual
ferramenta de analise fornecera as melhores respostas diante do contato com os agentes
estressores e, nesse sentido, as ferramentas moleculares tém apresentado respostas
bastantes satisfatorias em avaliacbes ambientais. As proteinas HSPs (the heat shock
proteins) tém demonstrado participar na resposta a diversos processos fisiolégicos como
em casos de isquemia, aos efeitos deletérios de endotoxinas, a exposicdo a radiacdo
ultravioleta, as doencas infecciosas e autoimunes, ao processo de apoptose e até em
alteracdes homeostaticas. Por este motivo, a familia HSP70, composta por chaperonas
altamente conservadas, é um eficiente biomarcador por seu papel citoprotetor e por sua
capacidade de sinalizar os efeitos que agentes proteotoxicos podem manifestar nos
organismos a eles expostos. [3% 42-46]

Outra ferramenta de anélise de contaminacdo ambiental que tem apresentado

resultados interessantes € a avaliacdo de apoptose, ou morte programada da célula. Este
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é um processo natural que desempenha um papel fundamental no desenvolvimento e na
homeostase dos organismos. 1 Uma de suas principais caracteristicas é a clivagem do
DNA gendmico em pequenos fragmentos. 1841 De maneira geral, o método TdTmediated
dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL) é uma ferramenta capaz de detectar os nucleos
contendo esses fragmentos de DNA através da marcagdo da ponta terminal dos acidos
nucleicos. %5 A vista disso, 0 método TUNEL vem sendo empregado em trabalhos de
avaliacdo ambiental a fim de observar esse processo de morte celular em organismos
aquaticos expostos a diversos contaminantes. 52-54]

Com o intuito de simular condicBes realisticas da introducdo de defensivos
agricolas no ambiente aquatico aos agrotoxicos, esse trabalho objetivou avaliar se
diluicdes com concentracdes residuais dos compostos comerciais Regent® 800 WS e
Curbix® 200 SC contendo, respectivamente, fipronil e ethiprole como ingredientes
ativos, podem provocar alteracdes nas respostas moleculares do bioindicador aquético O.
niloticus utilizando-se de ferramentas investigativas que avaliem a expressao da proteina

de estresse HSP70 e o processo de morte celular por meio do método de TUNEL.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Preparacgdo dos compostos comerciais

Curbix® 200 SC e Regent® 800 WG foram comprados por meio de
representantes comerciais e diluidos nos aquarios em agua de poco artesiano (tabela 1).
As diluicBes foram estipuladas a partir das doses minimas indicadas para uso em plantios
novos de cana-de-acUcar pelos fabricantes dos inseticidas, no qual o ethiprole se encontra
a 10mM e o fipronil a 1,22mM. Dessa forma, com o intuito de investigar doses residuais,
as diluicGes utilizadas nos bioensaios foram 0,04, 0,02 e 0,005 mg/L de Regent® e 0,08,
0,04 e 0,02 uL/L de Curbix®.

2.2. Analises fisico-quimicas

Por meio da Bioagri Laboratorios LTDA — Mérieux NutriSciences, Piracicaba,
Sdo Paulo, foram realizadas analises fisico-quimicas das aguas contendo as diferentes
diluicdes dos inseticidas estudados nos quais 0s peixes foram expostos. Além da dilui¢éo
de cada inseticida nos aquarios, foram determinados parametros como: pH e metais totais.
A amostragem foi realizada conforme os seguintes métodos: pH: SMWW, 222 Edicao,
2012 - Método 4500H+ B; Metais (ICP-MS): Det.. SMWW, 222 Edigdo, 2012, Método
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3125 B / Preparo: EPA 3010 A: 1992 e EPA 3005: 1992; fipronil e ethiprole: POP PA
076 - Rev. 15. As amostras de agua foram coletadas no final, decorridas as 96 horas de

bioensaio.

2.3. Animais

Tilapias do Nilo, O. niloticus, foram obtidas da Piscicultura Santa Candida, Santa
Cruz da Conceic¢do, Sdo Paulo, Brasil. Os individuos passaram por 15 dias de aclimatacdo
em tanques com sistema de filtracdo e aeracdo suplementar e mantidos sob alimentagéo
diaria com racdo comercial para peixes (Laguna — Ocialis) por até 24 horas antes da

montagem do bioensaio.

2.4. Desenho experimental

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso Animal da
UNESP- Rio Claro, Séo Paulo, protocolo n® 8214 de 30.09.2015 e encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n 1676.899 de 15
de julho de 2009. Os peixes (n=70) de comprimento médio de 10 cm foram distribuidos
em 14 tanques de 40 L, sendo divididos em: grupo controle — NC, contendo agua mineral,
trés grupos com diferentes diluicbes de Regent® (0,04, 0,02 e 0,005 mg/L) e trés grupos
com diferentes dilui¢cbes de Curbix® (0,08, 0,04 e 0,02 uL/L). O bioensaio foi realizado
em réplica, por um periodo de 96 horas, em sistema estatico com aeragéo continua, sem
renovacdo de agua, com temperatura e pH dos tanques controlados. Os peixes foram
mantidos em jejum durante o bioensaio. Para a coleta do figado, os espécimes foram
anestesiados com benzocaina, eutanasiados e dissecados. Os materiais foram fixados em

paraformoldeido 4% e, entdo, deixados em tampdo fosfato de sodio (pH= 7,4).

2.5. Imunomarcacéao de HSP70

Para aplicacao da técnica, os 6rgdos sofreram desidratacdo em série crescente de
alcool gelado (15%, 30%, 50%, 70%, 85%, 90%, 95% e 100%) durante 20 minutos cada
banho. Em seguida, passou por banhos de xilol + alcool, xilol (I) e (II) por mais 20
minutos cada. Ap0s isso, 0s materiais foram embebidos e incluidos em parafina liquida
(Paraplast). Secgdes de 4um de espessura foram cortadas em série com o auxilio de um
micrétomo e recolhidas em laminas. A técnica foi realizada segundo o protocolo adaptado
proposto por Silva-Zacarin et al. 51 Primeiramente, as laminas foram desparafinizadas

em solucBes de xilol, xilol+&lcool e &lcool absoluto por 10 minutos cada e, entdo,
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gradualmente reidratadas em série decrescente de alcool (95%, 80%, 70%, 50%) e agua
destilada. As secgdes foram permeabilizadas com Triton X-100 para garantir o livre
acesso do anticorpo ao seu antigeno e, em seguida, lavadas com PBS. Para a
imunomarcacao da HSP70, foram utilizados o anticorpo primario monoclonal anti heat
shock protein 70 - HSP70 (Sigma-Aldrich) e o anticorpo secundario anti mouse 1gG
molécula inteira conjugado com fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich), incubados em
camara Umida a 37°C, ap0s etapa de blogueio dos sitios inespecificos para ligagdo com
0s respectivos anticorpos. Para a revelagdo da imunomarcacéo foi utilizado o kit EnVision
(Dako™) G|2 System/AP Rabbit/Mouse (Permanent Red). Nas laminas para controle da
técnica, o anticorpo primario foi omitido e ndo houve marcacdes, atestando a eficiéncia
da deteccdo imuno-histoquimica de HSP70 nas demais laminas. Os resultados obtidos
foram fotografados em fotomicroscopio por meio do programa de captura de imagens
Leica Qwin Standard v.28 e analisados por meio do software ImageJ, que forneceu a
porcentagem de area imunomarcada intensamente detectada em relacdo a area total do
material analisado em cada seccéo histologica. Considera-se marcagdo positiva quando
se observa uma cor vermelho-rosada representada pela deposi¢cdo do cromogeno nos
sitios de ligagdo antigeno-anticorpo, podendo ser de intensidade maior ou menor
conforme a quantidade de proteinas da familia HSP70 presente nas células; e negativa

guando ndo se observa qualquer marcacéo nesta coloracéo.

2.6. Aplicacdo do método TUNEL (TdTmediated dUTP-biotin nick end labeling)

A aplicacdo do método TUNEL foi realizada por meio do In situ Cell Death
Detection Kit. Primeiramente, os materiais foram incluidos em agarose e, posteriormente,
seccionados em vibratomo. Os cortes foram recobertos com solugédo de proteinase K (20
pug/mL em 10Mm Tris-HCI, pH 7,5) por 30 minutos, & 60°C. Em seguida, as laminas
foram lavadas com PBS, quatro vezes por dois 2 minutos. Depois disso, foi adicionada a
solucdo de TUNEL sobre as sec¢des histologicas tratadas, enquanto que a sec¢do controle
recebeu solucdo sem a enzima. As sec¢des foram mantidas em camara Umida por 60
minutos a 37°C e depois lavadas em PBS, trés vezes por 2 minutos. As laminas foram
montadas com o meio de montagem Prolong Gold. Para a realizacdo desta técnica foram
feitos controles positivo e negativo. No controle positivo, foi adicionada a DNase, para
que houvesse a quebra “forcada” do DNA e ocorresse marcacgdo. Ja no controle negativo,
foi adicionado apenas o anticorpo, sem a enzima, a fim de testar o Kit e verificar sua

viabilidade e funcionalidade. A analise das laminas foi realizada por meio de um
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microscépio confocal de varredura a laser (Leica TCS-SP5 11). A aquisi¢do das imagens
foi feita por meio do software Leica Application Suite-AF. Todos os materiais foram
fotografados com os mesmos parametros, sendo eles, Smart Gain: 1141.0 V; Smart
Offset: 0.2%; Pinholi: 67.97; Line: 8; Frame: 2; Resolution: 1024x1024; Speed: 40 Hz;
Laser 14% Standy; Number of steps: 5; Z-volume =50 pm.

2.7. Analises estatisticas

Todas as avaliagdes realizadas neste trabalho passaram por anélise de variancia
(p= 0.05). A normalidade e a homogeneidade dos dados foram analisadas a partir dos
testes Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente e, assim, aplicado o teste estatistico
ANOVA. As analises foram performadas no software IBM SPSS statistics 25.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de peixes em estudos ecotoxicologicos tem se mostrado de grande valia,
principalmente quando se tem a pretensdo de conhecer os efeitos de um composto que
pode ter como destino final o ambiente aquatico, como o0s agrotoxicos. Esses potenciais
agentes estressores sao capazes de induzir formacdes de espécies reativas de oxigénio e,
consequentemente, desencadear respostas subcelulares a fim de fornecer uma protecao
primaria ao organismo, como a ativacéo dos sistemas de defesa antioxidante e HSP. %
57]

No presente estudo, as analises de metais totais juntamente com a quantificacéo
da concentracdo de ingrediente ativo presente em cada aquario estdo representadas na
tabela 2. Nenhum elemento foi encontrado em concentracdo acima do permitido para
corpos d’dgua e aguas subterraneas, estabelecido pela Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental (CETESB) e pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA).

A imunomarcacdo da HSP70 se mostrou positiva em figado de O. niloticus,
demonstrando que a proteina de estresse HSP70 comumente ocorre nesse tecido. Foram
visualizados poucos hepatocitos imunomarcados nos animais do grupo controle. Essas
marcagdes demonstraram que as HSP70 sdo distribuidas por todo o figado e encontradas
normalmente nas células, além de atuarem como uma linha de defesa aos agentes

estressantes.
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Os resultados apresentados na figura 1 demonstram que ndo houve superexpressao
significativa das imunomarcacgdes de HSP70 nos figados dos peixes expostos as dilui¢des
dos compostos comerciais em relacdo ao controle. Porém, é possivel observar aumento
dos niveis relativos da HSP70, com excecédo dos tratamentos com 0,02 e 0,005 mg/L de
Regent®. Dos grupos expostos ao Regent®, os animais expostos a menor diluicdo
apresentaram maior aumento dos niveis de HSP70. Diferentemente, o grupo com a maior
diluicdo de Curbix® apresentaram a maior expressdo de HPS70 aconteceu na maior
diluicéo.

O papel da HSP70 estd intimamente relacionado ao controle de qualidade da
célula, de modo que sua superproducdo implique no aumento da atividade antiapoptoética.
[58] No figado, a expressao do gene que codifica a HSP70 esté ligada ao desencadeamento
de respostas antioxidantes e de desintoxicagdo. Em condi¢des normais, as HSP70 sdo
mais concentradas no citosol do hepatdcito. O aumento de radicais livres pode induzir a
expressdo do RNAm de HSP70 e, consequentemente, 0 aumento da produgdo de HSP70.
Esse estresse também pode levar a translocacdo de HSP70 para o nucleo e para a
membrana mitocondrial. % 5% 6% E possivel que a baixa produgio de HSP70 no figado
dos animais expostos aos inseticidas seja devido a escolha de dilui¢Ges residuais neste
estudo.

Concomitantemente as analises de marcadores de estresse celular qualitativo
realizadas nos figados das tilapias expostas aos inseticidas, 0 método de TUNEL foi
utilizado a fim de avaliar se houve variacdo na quantidade de fragmentacdo do DNA
desses animais ap0s exposicdo aos fenilpirazois.

A marcacao fluorescente pelo método de TUNEL se mostrou positiva no figado
das tilapias, confirmada pela validagdo dos resultados nos controles negativo e positivo
da técnica. De acordo com os resultados obtidos, as diluicdes de Regent® e Curbix®
usadas nesse estudo também ndo induziram danos significativos nos peixes expostos
(Figura 2). Contudo, foi observado maior nimero de imunomarcacdo nos tecidos
hepaticos dos animais expostos aos tratamentos. Em ambos os inseticidas, os danos foram
aumentados a medida que as diluicdes foram diminuidas, com excec¢do das menores
diluicdes no qual apresentaram imunomarcacdo semelhante ao controle.

Perante ao exposto, as diluigdes elegidas como uma simulacéo das dilui¢bes que
podem alcancar o ambiente aquatico ndo foram capazes de induzir dano molecular
significativo nos peixes da espécie O. niloticus no periodo de 96 horas. Apesar disso, é

importante enfatizar que houve aumento de fragmentagdo do DNA nos organismos
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expostos aos inseticidas e que as maiores dilui¢fes testadas neste estudo equivalem a
aproximadamente 0,006% e 0,0004% das menores diluicbes indicadas para uso em
campo dos produtos comerciais Regent® e Curbix®, respectivamente.

Além disso, a similaridade dos niveis de danos que 0s inseticidas causaram ao
material genético dos peixes merece destaque, uma vez que as doses avaliadas do
Regent® eram cerca de 15 vezes maiores que as doses avaliadas do Curbix®. Esse fato
vai na contramdo dos estudos realizados por Vidau et al., 4 que ao investigarem os
efeitos citotdxicos dos fenilpirazois em células epiteliais humanas Caco-2 puderam
observar menor toxicidade do ethiprole em relacéo ao fipronil. O mesmo foi constatado
quando a toxicidade de contato de ambos os inseticidas foi comparada em diferentes
espécies de vespas do género Trichogramma, insetos mundialmente utilizados como
controle biolégico de pragas. [62-5

Essa divergéncia entre os efeitos do ingrediente ativo sozinho e do composto
comercial enfatiza a necessidade de maiores estudos sobre o comportamento
potencializado dessas substancias quando utilizadas em misturas, que é caso dos produtos

testados neste estudo.

4. CONCLUSAO

As diluicdes avaliadas no presente estudo ndo induziram uma superproducéo
significativa de proteinas HSP70 nos animais expostos. Contudo, foi observada maior
presenca de celulas apoptdticas nos grupos tratados com 0s compostos comerciais.
Embora tenham sido usadas doses 15 vezes menores que 0 Regent®, a exposicdo ao
Curbix® gerou danos similares ao seu analogo. Além de eficazes, o método TUNEL e a
imunomarcacdo da HSP70 se mostraram ferramentas complementares para a avaliacao
dos efeitos moleculares das baixas dosagens dos inseticidas comerciais contendo fipronil

e ethiprole em O. nilocitus.
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Tabela 1. Concentra¢des dos compostos comerciais e seus respectivos ingredientes
ativos utilizados neste projeto

Bioensaio com O. niloticus

Composto Ingrediente ativo
Regent® 0,04 mg/L 0,061 uM
0,02 mg/L 0,036 uM
0,005 mg/L 0,01 uM
Curbix® 0,08 uL/L 0,037 uM
0,04 uL/L 0,023 uM

0,02 uL/L 0,011 uM




Tabela 2. Valores dos pardmetros avaliados na caracterizagdo da agua e das dilui¢ces dos
inseticidas Regent® e Curbix® nas quais o0s peixes O. niloticus foram submetidos

PArAMEtros Regent® 200 SC Curbix® 800 WG

Controle 0,04 mg/L  0,02mg/L 0,006 mg/L 0,08puL/L 0,04 puL/L 0,02 pL/L

Ingrediente ativo - 268 g/l 158 ug/l 3,85ug/lL 147ug/L 9,05ug/L 4,25 pg/L
pH 7,72 7,90 7,94 7,83 8,04 7,91 7,89
Prata (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Aluminio (mg/L) 0,027 0,022 0,028 0,021 0,022 0,018 0,023
Arsénio (mg/L) 0,018 0,016 0,016 0,016 0,016 0,017 0,016
Boro (mg/L) 0,006 0,006 0,007 0,007 0,006 0,006 0,007
Bario (mg/L) 0,029 0,032 0,031 0,033 0,033 0,034 0,034
Berilio (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Bismuto (mg/L) <LQ 0,012 0,013 <LQ <LQ <LQ <LQ
Célcio (mg/L) 8,50 8,42 8,23 8,63 8,36 8,82 8,69
Cadmio (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cobalto (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cromo (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cobre (mg/L) <LQ <LQ 0,001 <LQ <LQ <LQ <LQ
Ferro (mg/L) 0,018 0,011 0,020 0,028 0,024 0,014 0,022
Potassio (mg/L) 0,809 0,843 0,752 0,836 0,792 0,835 0,843
Litio (mg/L) 0,010 0,012 0,012 0,012 0,013 0,013 0,013
Magnésio (mg/L) 3,10 3,16 3,01 3,19 3,07 3,29 3,16
Manganés (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Molibdénio (mg/L) 0,001 0,002 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001
Sédio (mg/L) 28,6 28,7 27,2 28,3 27,4 29,1 28,3
Niquel (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Mercario (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Chumbo (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Antiménio (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Selénio (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Silicio (mg/L) 12,0 11,9 11,7 12,0 11,9 12,2 12,1
Estanho (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Estroncio (mg/L) 0,039 0,041 0,040 0,042 0,041 0,043 0,042
Titanio (mg/L) 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Talio (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Uréanio (mg/L) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Vanadio (mg/L) 0,001 0,001 0,002 0,001 0,002 0,001 0,001
Zinco (mg/L) <LQ 0,004 0,004 0,004 0,004 0,005 0,005

LQ: Limite de quantificacdo. Método 1060 e POP LB 010 para matrizes liquidas,
CETESB 6300.
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Figura 1. Porcentagem média e desvio padrdo de HSP70 no figado de peixes da espécie
O. niloticus expostos aos inseticidas Regent® e Curbix®, observada por meio de

microscopio 6timo e analisada por meio do software ImageJ
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Figura 2. Deteccdo de fragmentacdo de DNA no figado de O. niloticus expostos aos
inseticidas Regent® e Curbix®. Utilizou-se 0 método de marcacdo TUNEL observados
por meio do programa de captura de imagens Leica Qwin Standard v.28 e analisados por

meio do software ImageJ
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4.

CONSIDERACOES FINAIS

Com base nas analises realizadas e nos dados obtidos no presente estudo, podemos

concluir que:

>

As maiores concentraces do Curbix® apresentaram efeito toxico sobre as sementes de
A. cepa, reduzindo sua germinagdo e diminuindo o alongamento das raizes emergidas
sugerindo um efeito subletal deste composto. Por outro lado, as sementes de L. sativa
expostas as trés menores concentracbes de Regent® e Curbix® sofreram aumento no
IVG, bem como no alongamento de suas raizes. Por esta analise, concluimos que o
Curbix® (ethiprole) foi mais tdxico que o Regent® (fipronil).

A anélise morfolégica realizada em figado de O. niloticus demonstrou que tanto o
Regent® como o Curbix® induziram alteracbes hepaticas pontuais, porém néo
significativas estatisticamente, com excecdo da presenca de nucleos picndticos nos
animais expostos ao Regent®.

As maiores diluices testadas dos dois inseticidas induziram peroxidacao lipidica nos
animais expostos.

As HSP70 atuaram como barreira ao estresse oxidativo causado pelos inseticidas.

Né&o foram observadas fragmentacdes de DNA estatisticamente significativas nos
animais expostos sugerindo que a presenca dos inseticidas na &gua néo induziu o processo
de morte celular no figado dos animais.

O Curbix® se comportou similarmente ao Regent® sobre O. niloticus e apresentou maior
potencial de dano sobre A. cepa nas concentracdes avaliadas neste estudo.

Diante do apresentado, concluimos que o uso do Curbix® como alternativa ao Regent®
é perigoso, uma vez que, embora tenham sido usadas doses 15 vezes menores que 0
Regent®, a exposicdo ao Curbix® gerou danos similares ao seu analogo em peixes e

acarretou a danos maiores em plantas.
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