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“Nunca o homem inventara nada mais simples nem mais belo do que uma
manifestacdo da natureza. Dada a causa, a natureza produz o efeito no modo mais
breve em que pode ser produzido’.

(Leonardo da Vinci)

Dedico este trabalho a minha familia.
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RESUMO
Neste trabalho foram realizados testes de toxicidade e avaliagdo dos efeitos sub
letais dos inseticidas malation e fipronil, sobre o sistema teste de Girardia tigrina,
usando para estas analises diversas metodologias. Para avaliagdo da letalidade dos
produtos, planarias adultas foram expostas a diversas concentragdes diferentes dos
dois inseticidas. Todos os ensaios foram realizados em duplicata, mantidos ao
abrigo da luz, a uma temperatura 24-26°C e tiveram a duracdo de 96h, com
observagdes a cada 24h. Os resultados foram avaliados, estatisticamente, pelos
testes “U” de Mann-Whitney, Spearman-Karber, ANOVA e correlacado de Pearson.
Os efeitos sobre o sistema-teste, nas diferentes concentracées testadas, variaram
de acordo com o tempo de exposicao. A CEsg, dada pelo teste de Spearman-Karber,
foi de 12,5mg/L para o malation e 13,4mg/L para o fipronil. Quanto aos testes de sub
letalidade, foram realizadas analises do potencial de regeneracao; histolégicas, para
avaliacdo do comprometimento dos tecidos; e o “ensaio do cometa”, para deteccao
de dano no DNA. Os espécimes seccionados e expostos aos inseticidas
demonstraram, entre outros efeitos, um retardo no desenvolvimento dos blastemas
regenerativos. As andlises histolégicas demonstraram que planarias expostas a
concentragdes mais baixas dos inseticidas possuem maiores danos tanto nos
tecidos como em certos tipos celulares. Por meio do ensaio do cometa, foram
registrados danos significativos no DNA para todos os tratamentos, quando
comparados com o teste controle. Os danos observados neste trabalho podem
decorrer em alteracées na reproducdo, levando a uma diminuicdo na eficiéncia

competitiva e, conseqglientemente, na chance de sobrevivéncia destes organismos.

Palavras-chave: Girardia tigrina, malation, fipronil, toxicidade, regeneracao.



ABSTRACT
In this study were carried out toxicity tests and the evaluation of sub lethal effects of
the insecticides malathion and fipronil, over the test system of Girardia tigrina, using
for these analyses a great variety of methods. For evaluation of the lethal
concentrations of the products, adult planarians were exposed to several different
concentrations. All the tests were carried out in duplicate, maintained on the shelter
of the light, on a temperature 24-26°C and they had the duration of 96h, with
observations at each 24h. The results were statically valued by the tests "U" of Mann-
Whitney, Spearman-Karber, ANOVA and Pearson correlation. The effects over the
system-test, in the different tested concentrations, varied in accordance with the time
of exposition. The ECsp given by the test of Spearman-Karber was of 12,5mg/L for
malathion and 13,4mg/L for fipronil. The evaluation of sub lethal effects was
composed by analyses of the potential of regeneration; histological, for tissue
damage evaluation; d; and the “comet assay”, for DNA damage detection. The
specimens split up and exposed to the insecticides demonstrated, between other
effects, retardation in development of the regenerative blastema. The histological
evaluation has shown that exposed planarians to lower concentrations of the
insecticides cause more significant damage against the tissues and some specific
cell types. Through the comet assay, significant damages were noticed in the DNA in
all the treatments, when compared with the control group. Such damages may result
in reproduction and immunity alterations, which reduce the competitive efficiency

and, consequently, the survival chances of these organisms.

Keywords: Girardia tigrina, malathion, fipronil, toxicity, regeneration.



SUMARIO

Pagina
1. INTRODUGAO ...ttt n e 09
2. OBUETIVOS ...ttt 16
3. MATERIAL E METODOS ..o 17
ST MALEIIAIS. .. e ettt 17
3.1.1 Material BiolOgICO. ....ccuuiieiiiiiiiieeee e 17
3.1.2 Inseticidas € Reagentes...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieennnns 17
B.2 METOTOS ... 18
3.2.1 Avaliagao das concentragoes letaiS...........uuveveeeeieiiinniinnnnnnes 18
3.2.2 Avaliagao dos efeitos sobre a regeneragao..........ccccuevvvnnnee. 19

3.2.3 Avaliacoes histoldgicas dos tecidos e células....................... 21
3.2.3.1 Técnica da hematoxilina-eosina .........cccoccueeeeeiniiieenenns 22
3.2.3.2 Técnica do PAS-azul de Alcian ...........cccceeeeeeeeiiininneee. 22
3.2.3.3 Técnica do PAZ-azul de bromofenol...........cc...c.onneeee 22
3.2.3.4 Técnica da Reacdo de Feulgen...........ccccveieeeiiiinnnnnee 23
3.2.4 Avaliacado dos danos sobre 0 DNA ........oevvviiiiviiiiiiiiiiiiiiiiiens 23
4. RESULTADOS E DISCUSSAO.........coceeeeeeeeeeeeeeee e, 25
5. CONCLUSAO . .......cooteeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeee e n e aeeen e 33

6. REFERENGCIAS ..o, 64



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Pagina
TADCIA T e 20
TaDEIAS 2 € 3. 34
TADCIA 4 .. 35
TADEIA D e 36
TADECIA B ..o 37
TADCIA 7 e 38
o 18] = R RSRTRSTRRR 19
FIQUIA 2 ettt nnnnnnnnen 21
FIQURAS B @ 8 ..ottt s et nnnnnnnes 39
FIQUIAS 9 @ 14 ..ottt nnsnnnnnes 40
FIguras 15 @ 18 . 41
FIQUIA 19 e e e 42
o U = U2 O TP PUPRRPR 43
FIQUIA 27 e e e 44
FIQUIA 22 ...t e e 45
FIQUIA 23 ..t e e e 46
FIQUIA 24 ... e 47
FIQUIA 25 . 48
FIQUI 26 ...ttt e e e e 49
FIQUIA 27 et e e 50
FIQUIA 28 ...t e e 51

FIguras 29 € 30 ... 52



o 18] = RPN 53

o U] = 2R 54
o 10 = 1 SRR 55
FIQUrAsS 34 © 35 ...ouieiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i nnnnnnnne 56
o [0 = EJRC [ I T R 57
FIQUras 38 © 39 ...uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e nnnnnne 58
o 18] = O R RSRTRSRRRR 59
o 10 = E T = R 60
FIQUIAS 43 © 44 ..o nnnnnnne 61
o 18] = E R = 1 SRR 62

FIQUIA 47 ettt s s s nnnnnnnnes 63



1. INTRODUCAO

O uso de substancias quimicas para controlar doencas, pragas e plantas
daninhas da agricultura teve seu inicio no final do século XIX, mas, somente apds a
Segunda Guerra Mundial essa pratica seguiu critérios mais cientificos (LORENZI,
1990).

Todos os agrotdxicos tém a propriedade comum de bloquear um processo
metabdlico vital de organismos indesejaveis, para os quais sdo toxicos. Estas
substancias quimicas agem diretamente nestes organismos, eliminando-os ou
controlando-os de alguma maneira, como, por exemplo, interferindo em seu
processo reprodutivo (BAIRD, 2002).

O uso de pesticidas constitui, atualmente, a principal estratégia da agricultura
para 0 combate e a prevencdo de pragas agricolas, garantindo alimento em
quantidade suficiente e de qualidade superior para a populagéo.

Muitos trabalhos tém revelado a presenca de niveis alarmantes de
agrotoxicos nos ecossistemas (PARSONS e WITT, 1989). Sao registrados acumulos
significativos de agrotéxicos no solo, na agua, no ar, nas plantas e nos animais. Os
impactos desses produtos sobre a biota do solo variam de acordo com as
caracteristicas do quimico, as caracteristicas fisicas do ambiente e o tipo de
microflora associada (GRISOLIA, 2005).

Em relacdo a agua, embora a agricultura seja apenas uma das inumeras
fontes nao-pontuais de poluicdo, geralmente € apontada como a maior contribuinte
de todas as categorias de poluentes (EDWIN, 1996). Uma vez na agua, dependendo
das caracteristicas fisico-quimicas, o residuo do agrotdxico pode tanto se ligar ao
material particulado em suspensdo, como se depositar no sedimento bentbnico ou
ainda ser absorvido, podendo entao ser detoxicado ou acumulado (TUNDISI, 1990).

Os produtos quimicos utilizados na agricultura podem chegar aos rios
carreados pelas chuvas, por despejos industriais e urbanos e por assoreamento do
solo (YAMAGISHI et al.,, 1981; OYHAMA et al., 1986). Para Eduards (1973), os
agrotéxicos alcancam os ambientes aquaticos por aplicacdo intencional ou por
deriva e escoamento superficial, a partir de areas que sofreram aplicacdes diretas

desses produtos.
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Os agrotéxicos presentes em corpos d’agua podem penetrar nos sistemas
biologicos, pela transferéncia indireta, via cadeia alimentar, ou diretamente, quando
ingeridos diretamente junto com os alimentos ou associados ao material particulado
em suspensdo. Organismos aquaticos podem acumular os agrotéxicos em
concentragdes muito acima daquelas encontradas nas aguas em que vivem
(NIMMO, 1985).

Dados de Crestana (2000) indicam que o Brasil ocupa hoje o quarto maior
mercado de pesticidas mundial e o oitavo em uso por area cultivada, distribuindo no
ambiente aproximadamente 150.000 toneladas ao ano. Dentre os quimicos mais
usados na agricultura, temos os herbicidas e os inseticidas.

O malation, um potente inseticida, se caracteriza por ser um liquido ambar
amarelado, tao solivel em agua quanto em solventes organicos (coeficiente Koy
muito semelhante em ambos) e de férmulas empirica C1o0H190sPS2 e estrutural como
indica a figura abaixo (LOURIVAL, 1999; REEVE apud ZAGATTO, 2006).

CH:-}DM

P— S— CH— COOH:zH:
CH:0~" SR

|
S CHz=—COOHz2Hs
Malation

Este inseticida parece inibir a acdo da acetilcolinesterase, uma enzima que se
liga a molécula de acetilcolina, causando perturbacées nos sistemas nervoso
auténomo, periférico e central e do musculo esquelético (MINISTERIO DA SAUDE,
2003). O composto atinge a atmosfera pelos mais variados tipos de aplicacao e é,
comumente, usado nas culturas de algodao, arroz, citros e tomate, podendo atingir
ambientes aquaticos, nos quais, segundo Enrich-Prast (2006), diminui as taxas de
nitrificacdo em curto prazo, por acometimento de populacdes de bactérias, quando
expostas a concentragcbes maiores que 5ug/L. Além da contaminacdo ambiental
citada, o inseticida persiste ao longo da cadeia alimentar de forma acumulativa. O
malation entra no organismo pelas vias respiratérias e cutdnea, e € também
absorvido no intestino. Este inseticida promove alteracdo e inibicado de certas
enzimas do figado de peixes, com conseqlentes deformacdes destes organismos.
Nas concentracdes de 0,1-5 ppm podem ocasionar mortes e também inibir o
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crescimento de algas. Nos sistemas organicos, o malation se degrada em 24 horas,
sendo expulso pela via urinaria (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

O fipronil € um inseticida pertencente ao grupo quimico fenil pirazol, sendo
considerado como toéxico da classe Il (altamente toxico). A composigao quimica da
substancia é 5-amino-1-(2,6-dicloro-o-o-a-trifluor-p-totil)-4-triflurometilsulfinil-pirazol-
3-carbonitrila e sua férmula estrutural se apresenta na figura abaixo (LOURIVAL,
1999).

Cl

N CN
Cks N/

o Cl NH: SCFs==0
Fip ronil

Este inseticida entra no organismo por ingestdo e por via cutanea, com
conseqguliéncias que variam de espécie para espécie. O inseticida se liga ao canal de
Cloro e bloqueia sua ativacdo pelo acido gama-aminobutirico (GABA), uma
substancia que controla o fluxo de ions CI', através da membrana da célula nervosa.
Dessa forma, a auséncia da inibicdo sinaptica causa uma hiperexcitacdo do sistema
nervoso central (SNC), o que leva o organismo a morte. Estes efeitos de
envenenamento do SNC, que se da pelo antagonista neurotransmissor inibitério
GABA, ocorrem quando o acido € liberado nas terminagcdes nervosas pré-sinapticas
e se liga ao receptor da proteina pés-sinaptica, pelo canal de cloro intrinsico.
Quando o GABA se liga ao receptor, o canal é aberto, os ions CI" fluem para dentro
do neurbnio pés-sinaptico. Esta permeabilidade ao cloro pode hiperpolarizar o
potencial de membrana, promovendo uma diminuicdo do impulso nervoso
estimulado (BLOOMQUIST, 2000).

Esse inseticida é largamente usado, no Brasil, nas culturas de algodao, arroz,
batata, cana-de-acucar, cevada, feijao, milho, pastagens, soja e trigo, mas, pelo alto
grau de toxicidade registrado em organismos expostos, tem seu uso proibido na
Europa.

Com a freqlente exposicdo dos ambientes naturais e, consegientemente,
dos seres vivos a uma variedade cada vez maior de substancias quimicas e agentes

promotores de anormalidades, tem sido necessaria a intensificacdo no
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desenvolvimento de testes utilizando os mais variados organismos, para se analisar,
mais amplamente, as possiveis atuacdes desses elementos sobre a biota.

As planarias sao Platelmintos de vida livre, pertencentes ao grupo dos
turbelarios. Segundo Ball (1974), as planarias pertencem a trés familias distintas
(Dendrocoelidae, Dugesiidae e Planariidae) e a quinze diferentes géneros
(Dendrocoelidae: Balkalobia, Bdellocephala, Dendrocoelopsis, Dendrocoelum,
Neodendrocoelum e Proctyla; Dugesiidae: Dugesia, Girardia e Schimidtea;
Planariidae: Atrioplanaria, Crenobia, Phagocata, Plagnolia, Planaria e Polycelis). As
planarias apresentam reproducdo assexuada ou sexuada, embora em algumas
espécies a reproducado pode se dar por ambas as formas (HYMAN, 1951). Segundo
Baguia & Romero (1981), que estudaram as espécies Girardia tigrina e G.
mediterrdnea, as planarias possuem 13 tipos basicos de células: neoblastos,
nervosas, epidérmicas, parenquemais, gastrodérmicas, caliciformes, células do
rabdito, musculares, células de pigmentacdo, células-flama, baséfilas, listradas e
aciddfilas, sendo que os neoblastos representam o tipo mais freqliente nesses
animais (cerca de 30%). Esses mesmos autores também quantificaram as células
dos individuos e estabeleceram uma relacdo diretamente proporcional entre o
comprimento do corpo e 0 numero de células que eles apresentam.

As plandrias sdo encontradas em coérregos, lagos e lugares umidos e
apresentam uma grande capacidade de regeneracao (WATERMOLEN, 2005). O
processo regenerativo em planarias é sempre uma resposta a uma dada lesao
(NEEDHAM, 1952 apud REEDIEN & SANCHEZ-ALVARADO, 2004). E possivel
identificar duas formas de regeneracao nas planarias, a morfolaxia e a epimorfose. A
primeira se refere ao remodelamento de tecidos existentes, por meio da migragao de
células; a segunda inclui a formacao de novos tecidos por meio de proliferacdo
mitética e especializacdo de células indiferenciadas (MORGAN, 1901 apud
REDDIEN & SANCHEZ-ALVARADO, 2004). Os fatores que induzem a um ou a
outro processo regenerativo nas planarias sdo desconhecidos, embora existam
indicios de que o epitélio turbelario pode ser uma fonte desses estimulos
(CHANEBOIS; BAGUNA; KATO, apud REDDIEN & SANCHEZ-ALVARADO, 2004).
Entretanto, alguns autores afirmam que ambos 0s processos agem conjuntamente
para completar a regeneracao, principalmente quando a lesdo é alguma forma de
amputacdo. Durante uma seccéao, inicialmente o animal procura se esquivar do

agente que o lesa, possivelmente se tratando de um reflexo para evitar um predador
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potencial. Ocorre uma forte contracdo muscular no ponto da amputacdo e, em
alguns minutos, por meio da morfolaxia as perdas de tecidos sdo contidas com a
producdo de uma camada mucosa, esta que, sengundo Reisinger & Kelbetz (1964)
apud Reddien & Sanchez-Alvarado (2004), possui, possivelmente, funcdes
imunolégicas. No periodo de 5 a 12 horas depois da amputagdo, ocorre um pico
mitotico. Proximo ao local da lesdo, verifica-se a formacdo de uma porcao
epidérmica e/ou mesenquimal sem pigmentacéo, conhecida como blastema (SALO
& BAGUNA, 1984 apud REDDIEN & SANCHEZ-ALVARADO, 2004). O blastema é
de fato o material regenerante das planarias e € constituido de células
indiferenciadas (neoblastos) que se proliferam por mitose e que migram até o local.

Experimentos realizados por Dubois (1949) e Bardeen & Baetjer (1904) apud
Reddien & Sanchez-Alvarado (2004) demonstraram, por meio da exposicao de
planarias a raios gama antes e durante a regeneracao, que tanto a proliferacao
quanto a migracdo sao indispensaveis para que ocorra 0 processo regenerativo e
que o0s animais podem morrer, caso 0s blastemas nao atinjam o estagio de
regeneracdo completa. Kalafatic et al. (2003), em experimentos de exposicdo das
planarias a concentracbées de 100uM, 10uM e 1uM de cadmio, registraram um
decréscimo na divisdo mitética dos neoblastos, o aparecimento de aberracoes
cromossémicas, além de mortalidade, nas primeiras 24 horas, em mais de 40% dos
individuos expostos a concentragdo de 100pM de Cd**. O ensaio do cometa
realizado por Guecheva et al. (2001) e por Pra et al. (2006) com planarias da
espécie Girardia schubarti, expostas a sulfato de cobre, demonstrou um aumento do
dano no DNA, de forma concentracdo-dependente, como também registrado por
Horvat et al. (2005), quando expuseram planarias da espécie Polycelis felina ao
herbicida norflurazon.

Estudos citogenéticos e de conteddo nuclear apontam um numero
cromossémico de 2n=16 e um valor C de 3,76pg, para a espécie G. tigrina (lbas et
al., 1989, apud ALVAREZ, 1996; GREGORY et al., 2000; BENYA et al., 2007).

As planarias, por apresentarem regeneracdo com consequiente formacao de
blastemas regenerativos, a partir de divisdo mitética dos neoblastos (BRONSTED,
1969; TESHIROGI, 1986; SANCHEZ-ALVARADO, 2006), constituem um organismo
com grande vantagem para utilizagdo em testes de toxicidade, citotoxicidade,
genotoxicidade e teratogénicidade.
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Um grande numero de técnicas para detectar o dano no material genético
(micronucleo, mutacdes, aberragcdes cromossdémicas, entre outras técnicas) tem sido
usado para visualizar efeitos biol6gicos resultantes da acdo de substancias.
Entretanto, muitas dessas técnicas possuem limitagdes como dificuldade de
aplicacéo e baixa sensibilidade.

Uma abordagem mais eficaz para se experimentar a genotoxicidade é o
“ensaio do cometa”, também chamado “single cell gel” (SCG) (TICE et al., 2000).
Trata-se de um teste sensivel e rapido para a deteccao da genotoxicidade potencial
de agentes quimicos ou fisicos, utilizando células em suspensédo, dissociadas,
lisadas e eletroforisadas. Esta técnica possui varias “versées”, mas todas consistem
na passagem de uma corrente elétrica por células lisadas, deslocando o DNA que se
apresenta fragmentado, para fora do nucledide (FAIRBAIRN et al., 1995; COTELLE
& FERARD, 1999; JHA, 2008).

Ao longo do tempo, métodos diferentes de eletroforese foram descritos por
alguns autores, que resultaram na técnica do Cometa. A primeira versdo do ensaio
foi introduzida por Ostling & Johanson, em 1984, constituindo uma técnica
microeletroforética para visualizagcdo direta de DNA danificado em células
individuais. Nessa técnica, células embebidas em agarose sdo colocadas em uma
lamina para microscopia, lisadas em detergente e alta concentracdo salina. Nestas
condicoes, o DNA livre é eletroforisado em condigdes de pH neutro. As células cujo
DNA apresentou alta freqliéncia de quebras de fita dupla, tomam a forma de um
“‘cometa”. A cauda do cometa é, na verdade, as porcoes quebradas do DNA que
migram em dire¢do ao anodo (FAIRBAIRN et al., 1995; COTELLE & FERARD, 1999;
TICE et al., 2000).

Subsequientemente, foi introduzida outra técnica de microgel envolvendo
eletroforese sob condi¢des alcalinas (pH > 13), para detectar os danos sobre o DNA.
Trata-se do protocolo de Singh et al. (1988) apud Tice et al. (2000), que, por meio do
desenvolvimento do ensaio sob tais condicbes, demonstrou danos no material
genético, devido a quebras de fita simples, quebras associadas com sitios de reparo,
cuja acao foi incompleta, e sitios acalalilabeis, que sédo os efeitos provocados pela
maior parte das substancias genotdxicas.

Assim como nas versdes neutras, a versao alcalina visa quantificar o dano no
DNA pelo tamanho da “cauda” do cometa e pela intensidade da fluorescéncia, por
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observacdes diretas ou pela andlise de imagens (FAIRBAIRN et al., 1995; COTELLE
& FERARD, 1999; TICE et al., 2000; JHA, 2008).

Uma série de vantagens ao se utilizar o ensaio do cometa, ao invés de outros
testes de genotoxicidade, & apontada por Tice et al. (2000), como: alta sensibilidade
para detectar baixos niveis de danos no DNA; necessidade de poucas células por
amostra; flexibilidade do teste; baixo custo; facilidade de aplicagdo; geracdo de
poucos residuos; rapidez no desenvolvimento de cada experimento.

O teste do cometa é utilizado em diversas areas das ciéncias biolégicas,
como a clinica, biologia da radiacao, monitoramento humano, toxicologia genética e
ecotoxicolégica, fazendo-se necessaria a ampliacdo, principalmente, nos estudos
com organismos que ainda ndo tém respostas conhecidas frente a agao téxica de
poluentes ambientais (COTELLE & FERRARD, 1999).
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista que os agrotdxicos podem afetar diversos organismos,

acometer a sua reproducao e até mesmo leva-los a morte, este trabalho teve como
objetivo:

- Investigar as concentracdes letais dos inseticidas malation e fipronil sobre o
sistema biolégico de Girardia tigrina (planaria);

- Estimar os efeitos de concentragdes sub-letais dos produtos sobre a
regeneracao da planaria;

- Avaliar os danos promovidos por concentracdes sub-letais sobre as células
e tecidos do animal, por meio de analises histologicas;

- Avaliar o dano no DNA desse organismo, por meio do ensaio do cometa.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Material Biologico

O material biolégico utilizado neste trabalho constituiu de Girardia tigrina
(planaria), mantido em criadouros (recipientes de vidro) no Laboratério de
Mutagénese do Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, UNESP,
Rio Claro, SP. Para manutencao do plantel, os animais foram alimentados duas
vezes por semana com figado bovino.

3.1.2 Inseticidas e Reagentes

e O inseticida malation utilizado nos testes, refere-se ao produto
comercial 500 CE (concentrado emulsionavel), pertencente ao grupo quimico
dos organofosforados. A concentracdo do composto ativo (CA), denominado
malationa, recomendada para aplicacdo de campo é 1500 mg/L, a qual foi
utilizada como referéncia inicial para o desenvolvimento dos testes.

o O fipronil, por ser um inseticida muito utilizado no Brasil e proibido na
Europa, foi utilizado neste trabalho para avaliacdo de sua toxicidade sobre o
organismo teste G. tigrina. Os testes foram desenvolvidos utilizando-se
primeiramente a concentracdo indicada para aplicagdo em campo (1250
mg/L) e, a partir dela, foram estabelecidas as concentracdes letais (CE50) e
as sub-letais para G. tigrina.

e O metil-metano sulfonato (MMS) é um &cido sulfénico muito utilizado
na producao de solventes e no controle populacional de insetos e mamiferos
considerados praga. Neste trabalho, o produto foi utilizado como controle
positivo dos testes realizados, pela reconhecida acdo toxica sobre
organismos-testes. A férmula deste produto comercializado pela Sigma
Aldrich Biotecnology é CH3SO3CHs.

e A tripsina, na concentracdo de 0,4% diluida em agua deionizada, foi
usada para romper a ligacdo entre as células, promovendo assim uma

dissociacao celuar.
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e A agarose comum foi utilizada para realizar a pré-gelatinizacdo das
laminas que foram utilizadas para o ensaio do cometa. A solucdao é uma
mistura de 3g de Agarose em 200mL de PBS.

A agarose LMP (agarose de baixo peso) foi utilizada para concentrar a
suspensao celular sobre as laminas pré-gelatinizadas. Trata-se de uma
solucdo de 0,259 de Agarose LMP dissolvida em 50mL de PBS.

* A solucado estoque de lise pH10 foi utlizada para o preparo da solucao
de lise final. Trata-se de uma mistura de 146,1g de NaCl, 37,2g de EDTA-
titriplex 100mM, 1,2g de Tris 10mM 890mL de agua deionizada.

e A solucéo de lise final foi usada para romper as membranas celulares e
eliminar o citoplasma. Esta solucdo é constituida de uma mistura de 1 mL de
Triton X-100, 10 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e 89mL de Solucao Estoque
de Lise.

« O tampéo de eletroforese foi utilizado na cuba de eletroforese para
permitir a passagem da carga elétrica adequada, durante o ensaio do cometa.
E uma solugdo de 5mL de EDTA-titriplex 200mM, 30mL de NaOH 10N e
1000mL de agua deionizada a 4°C.

e A solugédo de neutralizacdo Tris pH7,5 foi utilizada para lavagem das
laminas, apls a exposicao na cuba de eletroforese. Trata-se de uma mistura
de 48,59 e 950mL de agua deionizada.

e O brometo de etidio, sob a concentracdao de 0,002mg/mL em agua
deionizada, € um corante fluorescente que foi utilizado na coloracdo das
laminas analisadas em microscopio. O produto utilizado foi 0 comercializado

pela Sigma Aldrich Biotecnology.

3.2 Métodos

3.2.1 Avaliacao das concentracoes letais do malation e do fipronil

Para avaliagdo das concentracoes letais do malation, planarias adultas foram
expostas a diversas concentragées do inseticida. O numero total de individuos
utilizados para a realizacado das experimentagdes foi de 528, sendo 8 para cada
controle (positivo e negativo) e 8 para cada uma das 10 concentracdes testadas
(1500"; 500; 300; 30; 10,5; 10; 9,5; 8,5; 7,5 e 5 mg/L)?. Todos os ensaios foram

' Concentragdo recomendada para utilizacio do malation em campo.
? As concentragdes escolhidas sdo representativas de ensaios preliminares de padronizagio.
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realizados em duplicata, mantidos ao abrigo da luz, com temperatura variando
entre 24°C e 26°C e tiveram a duracao de 96 horas. Os resultados foram obtidos
pela tripla repeticdo dos testes (I, Il e lll) para as 10 concentracdes testadas.
Todos os resultados foram avaliados estatisticamente pelos testes “U” de Mann-
Whitney e de Spearman-Karber.

Para avaliacao das concentracoes letais do fipronil, planarias adultas foram
expostas a diversas concentragées do inseticida. O numero total de individuos
utilizados para a realizacdo das experimentagdes foi de 176, sendo 8 para cada
controle (positivo e negativo) e 8 para cada uma das 10 concentracdes testadas
(1250%; 125; 25; 20,7; 17,7; 16,6; 12,5; 11,8; 7,9; 1,25 mg/L)?. Todos os ensaios
foram realizados em duplicata, mantidos ao abrigo da luz, com temperatura
variando entre 24°C e 26°C e tiveram a duracao de 96h. O teste Unico realizado
foi avaliado estatisticamente pelo teste de Spearman-Karber.

3.2.2 Avaliacdo do efeito de concentracdes sub-letais do malation e do fipronil

sobre a regeneracao de planarias

Definidas as maiores concentracées nado letais dos produtos (8mg/L para o
malation e 7,9mg/L para o fipronil), elas foram utilizadas para a obtengéo de
mais outras 2 concentragbes subseqlientemente menores, para se estimar os
efeitos destas concentracbes nao letais dos produtos sobre a regeneracdo do
organismo testado (Tabela 1). A regeneragdo foi estimulada por meio de
seccOes transversais na Prefaringe, porcdo do aparelho digestério, que fica
situada logo abaixo da cabeca (Figura 01).

Cabeca I o9

| _Seccao
Prefarirwger

Regiao
|-aringeana

Figura 01: esquema representativo da planaria e
localizagdo das porgbes do aparelho digestério e da
seccgdao transversal realizadas.

Posfaringe

? Concentragio recomendada para utilizagdo do fipronil em campo.
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Tabela 1: Concentragcées sub-letais dos inseticidas Malation e Fipronil
utilizadas nos testes com porcoes regenerantes, nas avaliacoes histologicas e
no Ensaio do Cometa para o organismo teste Girardia tigrina

Inseticidas (mg/L) Porgdes Regenerantes Avaliag¢oes Histoldgicas Ensaio do Cometa
Malation 8,0 X NA NA
Malation 0,8 X X
Malation 0,08 X X
Fipronil 7,9 X NA NA
Fipronil 0,79 X X
Fipronil 0,079 X X

NA: Concentracdo nao avaliada
X: Concentragado avaliada

Para os ensaios com os inseticidas testados neste trabalho, foram utilizados
132 individuos, assim distribuidos: 84 para o teste tipo “a”; 48 para o teste tipo
“b”, como segue:

a) Planarias submetidas as concentracbes sub-letais, por um periodo continuo
de 96 horas. Nestes experimentos, para cada inseticida, 6 dos 12 individuos
testados, divididos igualmente em duas réplicas, ap6s a secc¢ao, permaneceram
nos recipientes com as mesmas concentracées dos inseticidas, por um periodo
de 72 horas. Os 6 individuos restantes foram, apds a seccado, colocados em
recipiente com agua mineral, também por 72 horas (teste de recuperacao). Os 6
espécimes utilizados para os controles negativos foram expostos somente a
agua mineral por 96h. Apos esse periodo, os individuos foram seccionados e
foram avaliados, quanto ao seu potencial de regeneracdo, € novamente
mantidos por mais 72h em &gua mineral. Assim, para se avaliar
comparativamente a formacao dos blastemas regenerativos, todos os espécimes
foram monitorados e fotografados, sob lupa, com aumento maximo de 120x, em
intervalos de 24h (Figura 02-A).

b) Planarias retiradas do criadouro foram mantidas em &agua mineral e
alimentadas por 3 dias consecutivos, seguido de jejum por 24 horas. Neste teste,
18 individuos, dos 24 testados, divididos igualmente em duas réplicas, foram
seccionados e submetidos as diferentes concentragdes testadas de cada
inseticida, nos quais 6 individuos foram expostos a concentracao nao letal mais

alta (C1); 6 a concentracao 2 (diluicdo de 1:1 da concentragédo 1 em agua — V/V);
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e 6 a concentracdo 3 (diluicdo 1:1 da concentracdao 2 em agua — V/V). Os 6
individuos restantes, ap6s seccdo, permanecem em agua mineral (controle
negativo). As porgdes regenerantes foram monitoradas e fotografadas durante
72h, sob lupa, com aumento maximo de 120x, a cada 24 horas (Figura 02-B).

A B

@

&)

@
®

C1

O Inseticida O Agua Mineral

Figura 02: Sistemas de exposicao utilizados. A: O esquema representa a
sequéncia de eventos que constituem o experimento “a” (no exemplo, estamos
representando apenas 1 das 2 réplicas realizadas). B: O esquema representa a
sequéncia de eventos que constituem o experimento “b”, também ilustrando
apenas 1 das réplicas. C1, C2, C3 = concentracoes testadas.

3.2.3 Avaliacdo histolégica do efeito de concentracoes sub-letais do malation

e do fipronil sobre os tecidos

Foram avaliadas duas concentracées sub-letais dos inseticidas malation
fipronil (Tabela 1) para estimar os danos causados sobre os tecidos do
organismo testado. Nestes experimentos, apds exposicao prévia por 96h as
concentragdes, as planarias foram seccionadas, transversamente, na regiao da
Prefaringe (Figura 01). Apds a seccao, as porcdes regenerantes foram
novamente expostas as concentragdes acima citadas, por mais 72h. As porcdes
regenerante foram, entdo, fixadas em paraformaldeido por 24h, seguido de um
banho em tampao fostato de sédio pH7,4, por mais 24h. Apds este processo, 0
material foi desidratado em concentragdes crescentes de alcool (70%, 80%, 90%
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e 95%), em banhos de 15 minutos cada, transferidos para resina de embebicao
(marca Leica), incluido e seccionado. O material foi seccionado em cortes com
espessura de 3 um, que foram recolhidos em laminas de vidro e processados
em diferentes técnicas histoldgicas.

3.2.3.1- Técnica da hematoxilina de Harris-eosina aguosa

As laminas contendo os cortes foram embebidos em agua destilada por 1
minuto, para hidratacdo, sendo posteriormente coradas por 10 minutos em
hematoxilina e lavadas em agua. Na sequéncia, foram coradas com eosina, por
10 minutos, sendo novamente lavadas e secas. As laminas foram montadas em

balsamo do Canad4, para posterior observacao ao microscopio de luz.

3.2.3.2- Técnica conjugada PAS (Acido Periédico-Schiff)-azul de Alcian
A técnica conjugada PAS-azul de Alcian detecta a presenca de

polissacarideos totais, pela reacéo do PAS e polissacarideos acidos por meio do
azul de Alcian.

As laminas contendo as seccdes permaneceram por 30 minutos em solucao
de azul Alcian 1% diluido em Acido Acético 3%. O material foi lavado em agua
destilada e submetido ao acido periddico 1% durante 5 minutos. Na sequéncia,
as laminas passaram pelo reativo de Schiff por 15 minutos e, em seguida, foram
lavadas em agua corrente por 10 minutos. A montagem final foi executada em

balsamo do Canad4, para posterior observagao ao microscopio de luz.

3.2.3.3- Técnica conjugada PAS (Acido Periédico-Schiff)-azul de bromofenol

Esta técnica detecta polissacarideos totais pela reagcdo do PAS e proteinas
totais, por meio da reacao com o azul de bromofenol.

As laminas contendo as secg¢des foram submetidas ao acido periddico 1% por
15 minutos e, em seguida, deixadas em agua corrente durante 5 minutos. Na
seqliéncia, o material permaneceu em reativo de Schiff durante 10 minutos,
sendo, posteriormente corado com azul de bromofenol por 15 minutos. Na
sequéncia, o material foi submetido ao acido acético 0,5%, por 5 minutos, e
lavado em agua corrente durante 3 minutos. A montagem final foi elaborada em
balsamo do Canad4, para posterior observacao ao microscopio de luz.
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3.2.3.4- Técnica da Reacdo de Feulgen

As laminas contendo os cortes histolégicos foram hidrolisadas por 11 minutos
em solugdo de HCI 1N a 60°C. Na sequiiéncia, o material foi lavado em agua
destilada, submetido ao reativo de Schiff por 2 horas e lavado, por 5 minutos, em
agua corrente. Em seguida, os cortes foram contra-corados com eosina aquosa
durante 5 minutos e lavados em agua corrente. Ap6s secas, as laminas foram
montadas em Balsamo do Canada, para posterior observagao ao microscépio de

luz.

3.2.4 Avaliacdo do efeito genotdxico de concentracoes sub-letais do malation e

do fipronil por meio do ensaio do cometa

Foram avaliadas duas concentracées sub-letais dos inseticidas malation
fipronil para estimar os danos causados sobre o DNA (Tabela 1). Nestes
experimentos, apos exposicao prévia por 96h as concentragdes, os tecidos das
planarias foram dissociados, tanto mecénica quanto quimicamente, para
obtencado de uma suspensao celular, como descrito por Guecheva et al. (2001).
A dissociacdo mecéanica consistiu em macerar 4 individuos, transferidos
diretamente do tratamento com o auxilio de um pincel a uma gaze dupla,
colocada sobre tubo eppendorf previamente umedecida com 100 pL Tripsina
0,4% a 37°C. Apb6s a maceragao, a gaze foi lavada com 300 pL de Tripsina 0,4%
a 37°C. A suspensao celular obtida foi, imediatamente, misturada com de
agarose LMP, na proporcao de 1:5 V/V. Essa mistura foi espalhada em laminas
pré-gelatinizadas com agarose comum, cobertas com laminula e, ap6s esse
procedimento, dispostas em freezer a 4°C para solidificar. Apos a solidificacao,
as laminulas foram retiradas para realizar a lise das células, com a solucao de
lise final por, pelo menos, 1 hora em geladeira. As laminas foram dispostas em
cuba horizontal de eletroforese e cobertas com o tampéao de eletroforese durante
20 minutos, para relaxamento. Para ser processada a eletroforese, o aparelho foi
calibrado para 25V e 300mA. Apés 20 minutos de corrida de eletroforese, as
laminas foram lavadas com solugéo de neutralizagdo por 3 banhos de 5 minutos
cada. Apés secagem, as laminas foram coradas com brometo de etidio, cobertas
com laminula e observadas sob microscépio de epifluorescéncia. Os controles
positivos desses experimentos consistiram em expor a mistura de Agarose LMP
e suspensao celular a radiacdo UV, durante 10 minutos. O ensaio do cometa foi



24

repetido 3 vezes. Os resultados foram analisados, estatisticamente, pelo teste de
ANOVA (método de Bonferroni com nivel de significancia a=0,025) e pela
Correlacao de Pearson (nivel de significancia a=0,05), para avaliar a relacao

dose-resposta entre os tratamentos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Todos os testes realizados com os inseticidas malation e fipronil

apresentaram resultados semelhantes, indicando um alto grau de comprometimento
que estes produtos promovem nos organismos expostos, o que reforca a capacidade
desses inseticidas de contaminar o ambiente, como é esperado para todos os
agrotoxicos.

Para o desenvolvimento dos testes de avaliacao letal e sub-letal, para os dois
inseticidas, foram utilizados um total de 933 espécimes de Girardia tigrina. Esse alto
namero de individuos utilizados justifica-se pela necessidade que tivemos de
padronizar os testes, uma vez que nao foram encontradas citacbes na literatura
relacionada a area da Ecotoxicologia, referente a toxicidade destes inseticidas sobre
planarias adultas. Durante o desenvolvimento dos experimentos, procurou-se
reduzir, a0 maximo, o numero de individuos utilizados, sem, contudo, comprometer a
credibilidade dos resultados obtidos.

Os controles positivos, realizados com MMS, nas concentracdes de 0,4mM,
0,2mM e 0,1mM, tiveram 100% de mortalidade para todos os testes realizados. Os
testes controles negativos foram desenvolvidos em agua mineral, pH 4,3, e
propiciaram 100% de sobrevivéncia dos espécimes.

As Tabelas 2 e 3 registram os dados de sobrevivéncia e a porcentagem de
mortalidade dos espécimes, apds 96 horas, para as 10 concentragcdes do malation
nos Testes I, Il e Ill, bem como nas 10 concentracdes de fipronil no Unico teste
realizado. Com os resultados obtidos, no fim dos ensaios, para ambos os inseticidas,
pode-se concluir que um unico experimento é suficiente para determinacdo da
toxicidade dos produtos, ndo havendo necessidade de repeti¢cdes, como foi realizado
para os testes com o malation. A credibilidade de testes Unicos justifica-se pela
propria caracteristica do teste estatistico utilizado (Spearman-Karber), que nao
considera o numero de repeticdes realizadas, mas sim 0s ensaios realizados com
concentragdes diferentes. Desta forma, os resultados Unicos, quando avaliados pelo
teste de Spearman-Karber, apresentam a mesma precisdo que testes mudltiplos,
dispensando-se a necessidade das repeticbes para os ensaios com o inseticida
fipronil.
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As diferentes concentragfes testadas do malation e do fipronil mostraram um
efeito sobre o sistema-teste que variou de acordo com o tempo de exposicao
(Figuras de 3 a 8 para o malation e Figuras de 9 a 14 para o fipronil). Os resultados
dos ensaios realizados com malation mostraram que as concentracées menores que
8,0 mg/L nao foram toxicas para os espécimes de G. tigrina, apresentando
resultados ndo significativos pelo teste “U” de Mann-Whitney (p=0,0833). Os testes
realizados com concentragdes maiores que 30,0 mg/L apresentam resultados
estatisticamente significativos, quando comparados com o controle negativo
(p=0,0055).

A concentracao letal média para 50% da populagéo, estimada pelo teste de
Spearman-Karber, para o malation, foi de 12,5 mg/L. O intervalo de confiangca de
95% tem como limites inferior e superior de 10,0 mg/L e 15,8 mg/L, respectivamente.
Os valores encontrados para a concentragao letal para 50% da populacdo (CE50
96h), para os Testes I, Il e lll, foram de 12,4 mg/L, 12,2 mg/L e 12,9 mg/L,
respectivamente. Estes resultados possuem um intervalo de confianca de 95%, com
limites inferior e superior, respectivamente, de 10,1mg/L e 15,3 mg/L para o Teste I;
9,5 mg/L e 15,8 mg/L para o Teste Il e 10,3 mg/L e 16,2 mg/L para o Teste Il
(Tabela 4). As diferentes respostas observadas para as diversas concentracdes
testadas s&o, provavelmente, devido as caracteristicas individuais dos espécimes
utilizados ou das pequenas diferengas de concentracdo decorrentes das diferentes
preparacoes. Estes dados reforcam a citacdo de Bueno et al. (1997) que também
obtiveram diferentes respostas entre individuos de mesmo tamanho, quando
realizaram testes de regeneracdo com estes organismos-testes.

O Teste unico realizado com o fipronil indicou, pelo teste estatistico de
Sperman-Karber, que a CEsy 96h deste inseticida, para a espécie G. tigrina, é de,
aproximadamente, 13,4mg/L (intervalos de confianga de 95% e limites superior e
inferior 15,1mg/L e 11,9mg/L, respectivamente) (Tabela 4).

Segundo Zagatto (2006), a resposta de sobrevivéncia (ou mortalidade) dos
organismos vivos, frente a acao téxica de uma substancia, pode ser representada,
graficamente, por uma curva sigméide. Além disso, é possivel realizar uma
transformacao linear dos dados, que, plotados, geram uma reta (com uma inclinacéao
especifica que, se comparada com a inclinacdo dada pela acdo de outras
substancias, estima a semelhanca dos mecanismos e a velocidade de acao dos

produtos) e duas curvas de intervalos de confianga (superior e inferior). Com as
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curvas obtidas se estima a CEsp, pois € neste ponto do gréafico (50% de mortalidade)
que se obtém uma proximidade maior entre as duas curvas, cujos intervalos
menores oferecem informacbes de menor variacdo. Os resultados obtidos nos
nossos ensaios, mostrados nas Figuras 15 e 16, corroboram as afirmacbes de
Zagatto (2006), quando analisamos a curva de concentracdo-resposta do inseticida
malation sobre o sistema de G. tigrina. Os nossos resultados sdo proximos do
padrao sigmoide de resposta esperada. A transformacao linear dos dados apresenta
intervalos de confianga bem visualizados, mostrando discordancia com os resultados
obtidos pelo teste de Spearman-Karber. Entretanto, a curva sigmaéide, referente a
concentragdo-resposta esperada do fipronil (Figuras 17 e 18), ndo foi muito
adequada aos padrdes esperados, fato que, segundo o mesmo autor, pode estar
ligado a alguma propriedade quimica do préprio produto. Quando comparamos a
acado dos inseticidas pela linearizacdo dos dados, observamos que, apesar do
malation parecer ser mais toxico, por apresentar menor valor de CE50, o fipronil
parece agir mais rapidamente nos organismos, pois o acréscimo de, por exemplo,
1mg/L em uma dada concentracéo do fipronil causa um maior comprometimento dos
espécimes do que o acréscimo dos mesmos 1mg/L para a mesma concentracdo do
malation (Figura 19). Assim, recomenda-se que o preparo das solu¢des do fipronil,
para utilizacdo em campo, seja feita obedecendo critérios mais rigorosos. Contudo,
pela alta toxicidade do malation, é recomendavel também que sejam aplicados em
campo as menores concentracdes possiveis deste produto.

Quando foram analisadas os efeitos das trés concentragdes sub-letais do
malation (8,0 mg/L, 0,8 mg/L e 0,08 mg/L) sobre a planaria G. tigrina, notamos uma
alta mortalidade dos espécimes para a concentracdo mais alta, apesar do teste “U”
de Mann-Whitney indicar que esta concentracéo (8,0 mg/L) ndo seria letal. Por meio
da comparacao do desenvolvimento dos blastemas regenerativos, feitas durante 72h
(Figura 20), pudemos concluir que, dentre os individuos sobreviventes, todas as
porcoes regenerantes testadas com a concentracdo de 8,0 mg/L, tanto para os
ensaios de exposicao continua como os testes de recuperacao, apresentaram certo
retardo no desenvolvimento dos seus blastemas. Notamos também que os
individuos expostos, continuamente, a concentracdo 0,8mg/L apresentaram atraso
no desenvolvimento de seus blastemas regenerativos, em oposicado aos ensaios de
recuperacao para esta mesma concentracdo (0,8 mg/L) e testes continuos e

recuperados com a concentracdo de 0,08 mg/L, que, juntamente com o controle
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negativo, apresentaram desenvolvimento normal dos blastemas, apdés 72h da
seccao (Figura 20).

Os individuos expostos ao fipronil, nas concentracdes sub-letais de 7,9 mg/L,
0,79 mg/L e 0,079 mg/L, como esperado, ndo apresentaram mortalidade nas
primeiras 96 horas. Ap6s a secc¢ao, observamos um atraso na regeneracao, para
todas as concentracdes, tanto nos grupos de exposicao continua como nos grupos
de recuperacdo, sendo que a concentracdo mais alta (7,9 mg/L), no grupo de
exposi¢ao continua, pareceu inibir, completamente, a formagdo dos blastemas
regenerativos (Figura 21).

Quanto aos testes “b” com o inseticida malation, foram observados resultados
semelhantes aos obtidos pelo teste “a” com esse mesmo inseticida. A concentracao
mais alta (8,0 mg/L) ocasionou morte de todas as porgcdes regenerantes, além de
promover um maior atraso na formacdo dos blastemas regenerativos. A
concentragdo de 0,8 mg/L induziu um leve retardo no desenvolvimento dos
blastemas regenerativos (Figura 22).

O teste “b”, realizado com o inseticida fipronil, induziu deformacdes nos
blastemas para a concentragdo 3 (0,079 mg/L), um leve retardo de desenvolvimento
para a concentracédo 2 (0,79 mg/L) e, como no teste “a” com esse inseticida, uma
completa inibicdo da formagédo dos blastemas para a concentragédo 1 (7,9 mg/L).
Segundo Tingle et al. (2000) o fipronil € uma substancia capaz de inibir a divisao
celular em arroz, impedindo que as sementes germinem. E possivel que essa agao
de inibicdo do ciclo celular possa ser a razdo da ndo formacédo dos blastemas
regenerativos, quando os espécimes de G. tigrina ficam expostos a altas
concentragdes (porém nao letais) do inseticida fipronil.

Pelas observacdes do potencial regenerativo dos blastemas de organismos
expostos aos inseticidas malation e fipronil, podemos inferir que parece haver uma
relagdo inversamente proporcional entre o grau nutricional das planarias e o seu
potencial de regeneracao. Planarias com maior grau de nutricdo exibiram um menor
potencial regenerativo de seus blastemas do que os individuos que passaram por
jejum de, aproximadamente, 1 semana. Nossos resultados preliminares parecem
indicar que a atividade fisioldgica relacionada a digestdo pode envolver um alto
gasto energético, o que indisponibiliza energia necessaria para a proliferacdo
celular. Por outro lado, deficiéncias nutricionais também podem estimular a

regeneracao, resposta esta relacionada a situacdo de estresse que estimula a
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alocacao de energia para a reproducdo (estratégia r), em detrimento do
desenvolvimento (estratégia k), situacédo que aumenta as chances de sobrevivéncia
da espécie.

Os resultados obtidos a partir das secgdes histologicas das planarias do
grupo controle mostraram a presenca de diferentes tipos celulares na epiderme.
Dentre as células observadas, foram encontradas células cubdides, mais
externamente dispostas, as quais continham cilios na regidao ventral do animal;
células alongadas, que se encontram na base da epiderme. Na superficie da
epiderme foram também verificadas a presenca de inumeros rabditos e de uma
camada de muco de constituicdo glicoprotéica. Os rabditos, diferentemente dos
outros tipos celulares da epiderme, apresentam alta concentracdo de proteinas e
polissacarideos acidos (Figuras 24 a 27).

Ainda no grupo controle, foram verificadas abaixo da epiderme, camadas de
fibras musculares, que possuem grande quantidade de proteinas. Na sequéncia, foi
observado parénquima, onde foram encontradas células fixas do parénquima e
células caliciformes, células basodfilas, células de pigmento e células do tecido
nervoso, possivelmente o periférico. Abaixo do parénquima, foi observada a
gastroderme. As células fixas do parénquima apresentam forma irregular e
citoplasma com inumeros granulos de secrecdo, constituidos, principalmente, por
polissacarideos (marcacao pelo PAS), e granulos com reagcao negativa a todos os
testes empregados. As caliciformes apresentaram granulos contendo
polissacarideos (marcacao pelo PAS) e polissacarideos acidos. Os tipos caliciformes
contém numerosos granulos negativos pela coloracdo HE, envoltos por fina camada
de citoplasma. As células pigmentares apresentaram-se fortemente marcadas pelo
PAS. Os feixes nervosos correspondem aos prolongamentos de neurdnios,
constituidos por uma regido central bastante corada pela hematoxilina e a periférica
pela eosina. Ambas as regides demonstram reag¢ao negativa ao azul de Alcian.

O tubo digestivo do grupo controle pode ser descrito como sendo uma
gastroderme revestida por um epitélio. As células da gastroderme apresentam forma
de meia-lua, citoplasma preenchido por granulos acidéfilos e baséfilos, regides com
grande concentracdo de proteinas, polissacarideos e polissacarideos acidos, além

de granulos maiores, com reacao negativa aos corantes utilizados.
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Tais informagbes apresentadas acima corroboram os trabalhos de Baguna &
Romero (1981) e Bueno et al. (1997), que relataram a presenca dos mesmos tipos
celulares em planérias da espécie Girardia tigrina.

Quanto aos resultados obtidos com as técnicas histolégicas realizadas com
planarias submetidas aos inseticidas fipronil e ao malation (Tabelas 5 e 6), ficou
claro que essas substancias exerceram influéncia sobre as caracteristicas celulares,
sendo que as concentracdes mais baixas, de ambas as substancias, provocaram
maiores alteracdes, 0 que pode estar relacionado com uma maior permeabilidade
celular, quando estes inseticidas apresentam-se em baixas concentragcbes. Fica
evidente, pelos nossos ensaios, que as altas concentracées dos inseticidas
estudados parecem nao disponibilizar o quimico para dentro da célula, resultados
estes que corroboram os dados de Pedro (2008), que, por meio de estudos de
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade do inseticida fipronil em Allium
cepa, demonstrou que concentragcdes mais baixas desse inseticida produzem maior
acao sobre as células. Estes resultados alertam para uma preocupacao, quanto as
contaminagdes ambientais, pois 0s quimicos que atingem o meio ambiente podem
sofrer sucessivas diluicbes, promovendo contaminacdes residuais. No caso do
fipronil, estes residuos podem comprometer ainda mais a biota exposta a este
inseticida.

Pelas analises histolégicas, pode-se observar que os inseticidas testados
levaram a alteracdes celulares, tais como uma maior producdo de polissacarideos
acidos em diversos tecidos das planarias expostas a ambos os inseticidas. Além
disso, muitas das caracteristicas quimicas celulares foram perdidas, decorrentes da
desorganizacao destes tecidos alterados.

As alteragdes causadas pelo fipronil referem-se, principalmente, aos danos
nas células fixas do parénquima e em células nervosas, nas quais se pdde notar a
atrofia dos prolongamentos neuronais, tanto da regido periférica quando da central.
Quanto as células do parénquima, foi observada uma degeneragédo, nao sendo mais
possivel a sua identificagdo em muitos casos. Essa desorganizacdo do tecido
ocasionou a formacao de grandes vacuolos e, em consequéncia disto, a proliferacao
de neoblastos, células indiferenciadas que migram para as regides comprometidas.
As células fixas do parénquima que ainda puderam ser identificadas apresentaram
um aumento nos constituintes protéicos, o que pode estar relacionado com reacdes

enzimaticas para detoxicacdo celular. Em concentracbes maiores, o inseticida
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promoveu um estimulo sobre a produ¢cdo de muco, aumento na quantidade de
células alongadas da epiderme e a proliferacdo de rabditos. Por outro lado, em
concentragdes mais baixas, essa substdncia promoveu danos na gastroderme,
incluindo destruicdo de microvilosidades e descaracterizacdo morfoldégica dessas
células. Ao contrario do esperado, células fixas do parénquima do grupo exposto a
maior concentracdo, ainda que com menos granulos no citoplasma, apresentaram
uma maior definicdo dos seus limites. As concentragdes altas testadas parecem ter
estimulado a producédo de muco, que pode ter sido 0 agente protetor contra entrada
da substancia na célula. Entretanto, em ambas as concentracbes testadas do
fipronil, foram identificados nucleos picnéticos e, em alguns casos, degeneracéo
nuclear — cariorrexe. Tais alteracbes se distribuiram pelos tecidos epidérmico e
parenquimatico, atingindo também os feixes nervosos, estes, que na concentracao
mais alta do produto, apresentaram diminuicdo acentuada da regido central (Figuras
28 a 35).

Quanto a acao do malation, verificou-se que algumas alteracdes provocadas
por esta substancia sobre planarias, foram semelhantes aquelas observadas nos
espécimes submetidos ao fipronil. Porém, algumas caracteristicas celulares foram
observadas somente para os individuos submetidos ao malation, como a hipertrofia
marcante das células caliciformes, a diminuicdo de polissacarideos na epiderme, e
alteragdo nuclear. Esta ultima anormalidade, contudo, sé foi observada para as
células da epiderme e da regidao parenquimatica mais externa, quando estas foram
submetidas a concentragdo mais alta de malation, principalmente na epiderme e na
regido parenquimatica mais externa. Notou-se também, com a acao deste inseticida,
a degeneracao na regido periférica dos feixes nervosos (Figuras 36 a 43).

A analise das laminas obtidas pelo ensaio do cometa demonstrou niveis
acentuados de dano no DNA dos espécimes expostos. Para cada grupo, controles e
tratamentos, foram analisados 100 nucledides, que foram classificados em 5 niveis
de dano, variando da classe 0 (nucledide intacto) até 4 (morte celular) (Figura 44).
Pela analise, foram também identificados alguns nucledides de tamanhos diferentes,
geralmente maiores do que aqueles considerados para analise (Figura 45). Essa
variacao se deu, provavelmente, devido a heterogeneidade da populacéo de células
obtidas na suspenséao.

O score médio obtido para o controle negativo foi de 105,67. Todos os
tratamentos apresentaram score mais alto do que esse, sendo 216,67 e 200,67 para
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a concentracdes de 0,08 mg/L e 0,8 mg/L do malation, respectivamente; 184,00 e
186,67 para as concentragcbes de 0,079 mg/L e 0,79 mg/L de fipronil,
respectivamente. O controle positivo foi 0 que resultou em maiores niveis de dano,
com score médio igual a 311,33 (Tabela 7).

A analise estatistica de ANOVA foi significativa (p<0,025) na comparacao
entre os scores do controle negativo e de todos os tratamentos realizados. Os
tratamentos também foram estatisticamente diferentes do controle positivo.
Entretanto, quando foram comparados os tratamentos entre si, ndo foram detectadas
diferengas significativas em nenhuma das combinagdes possiveis (Figuras 46 e 47).

A correlacdo de Pearson nado foi adequadamente estabelecida para o
malation ou para o fipronil, demonstrando que os niveis de dano ndo possuem uma
dependéncia dose-resposta. Apesar de nao ter sido significativa, a correlacdo de
Pearson indicou um valor r = -0,27 para o malation, que quer dizer uma relacéao
inversamente proporcional aquela esperada pela dependéncia dose-resposta, o0 que
reforca a hipétese de que concentracbes mais baixas podem ocasionar maiores
niveis de dano.

Segundo Jha (2008), existem diversas consequéncias ambientais decorrentes
das quebras de DNA promovidas por inumeros agentes, detectadas pelo ensaio do
cometa, como, por exemplo, 0 acometimento da reprodugcédo a interferéncia no
material genético, que pode levar a danos em todos 0s niveis de organizacao, tais
como comunidade ou até mesmo biocenose. Além disso, os efeitos das quebras de
DNA podem se refletir sobre o sistema imunoldgico de diversos organismos, ndo se
restringido apenas aos individuos, mas reduzir a eficiéncia competitiva de toda uma

espécie.
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5. CONCLUSAO

A partir desses resultados, podemos concluir que plandrias da espécie

Girardia tigrina sao animais adequados para a simulacao de contaminacao ambiental
em laboratério e que possuem potencial para a realizagao de testes de toxicidade,
citotoxicidade e genotoxicidade com amostras ambientais.

E possivel observar que as concentragdes recomendadas para utilizacdo em
campo, tanto do malation quanto do fipronil, sdo muito superiores aquelas suportada
pelo bioindicador G. tigrina e que concentracdes sub letais possuem efeitos diversos
em todos os niveis de organizacao dessa espécie, 0 que pode estar colocando em
risco a biota de recursos hidricos associados, as atividades agricolas que fazem uso
desses inseticidas.

Concluiu-se ainda, que ambientes impactados com agrotdxicos
organofosforados e fenis pirazol possuem efeitos semelhantes sobre os organismos
nao-alvo. Pelo estudo realizado, alertamos para a necessidade do estabelecimento
de normas mais rigorosas contra o uso abusivo de substancias que possam impactar

o Meio Ambiente, como os inseticidas.
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Figura 3: Gréafico representando todos os testes
realizados com concentragdes inferiores a 8,0
mg/L de malationa (CA).
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Figura 4: Grafico representando os resultados
obtidos nos testes realizados com a concentragéo
de 8,5 mg/L de malationa (CA).

Figura 5: Grafico representando os resultados
obtidos nos testes realizados com a concentragéo
de 9,5 mg/L de malationa (CA).
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Figura 6: Gréafico representando os resultados
obtidos nos testes realizados com a concentragao
de 10,0 mg/L de malationa (CA).

Figura 7: Grafico representando os resultados
obtidos nos testes realizados com a concentragéo
de 9,5 mg/L de malationa (CA).
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Figura 8: Gréafico representando todos os testes
realizados com concentragées superiores a 30,0
mg/L de malationa (CA).
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Figura 9: Grafico representando todos os testes
realizados com concentragdes inferiores a 7,9
mg/L de fipronil.

Figura 10: Grafico representando os resultados
obtidos nos testes realizados com a concentragéo
de 12,5 mg/L de fipronil
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Figura 11: Grafico representando os resultados
obtidos nos testes realizados com a concentracdo
de 16,6 mg/L de fipronil.

Figura 12: Gréfico representando os resultados
obtidos nos testes realizados com a concentracéo
de 17,7 mg/L de fipronil
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Figura 13: Gréfico representando os resultados
obtidos nos testes realizados com a concentragéo
de 20,7 mg/L de fipronil

Figura 14: Gréfico representando todos os testes
realizados com concentragées superiores a 25,0
mg/L de fipronil
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Efeito Observado (%)

Concentracdo-Resposta

Concentragéo Melationa (mglL)
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Figura 15: Grafico representando a curva
sigméide (em vermelho) padrao de
resposta esperada para o malation.

Figura 17: Grafico representando a curva
sigmoide (em vermelho) padrdo de
resposta esperada para o fipronil.
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Figura 16: Grafico representando a

Transformagéo Linear dos dados obtidos

para o malation(azul) com os

limites

inferior e superior (linhas tracejadas).
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Figura 18: Grafico representando a

Transformag&o Linear dos dados obtidos
para o fipronil (azul), com os limites
inferior e superior (linhas tracejadas).
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FIGURA 22

Figura 22: Teste “b” com o malation — Fotodocumentacdo das porgdes
regenerantes de G. tigrina, nos tempos de 0, 24, 48 e 72h, apds a secgao.
A1-4: controle negativo; B1-4: concentragdo de 8,0 mg/L de malation; C1-4:
concentragao de 0,8 mg/L de malation; D1-4: concentragdo de 0,08 mg/L de
malation. Em todas as situagdes, os numeros 1, 2, 3 e 4 se referem aos
tempos 0, 24, 48 e 72h, respectivamente.



FIGURA 23

Figura 23: Teste “b” com o fipronil — Fotodocumentacdo das porcoes
regenerantes de G. tigrina, nos tempos de 0, 24, 48 e 72h, apds a secc¢ao.
A1-4: controle negativo; B1-4: concentracao de 7,9 mg/L de fipronil; C1-4:
concentragao de 0,79 mg/L de fipronil; D1-4: concentragdao de 0,08 mg/L de
fipronil. Em todas as situagbes, os numeros 1, 2, 3 e 4 se referem aos
tempos 0, 24, 48 e 72h, respectivamente.



Figura 24: Seccbes histologicas de planéarias Girardia tigrina do grupo controle
(técnica da hetamoxilina-eosina). ci: lumen; ed: epiderme dorsal; ev: epiderme
ventral; g: célula da gastroderme; n: tecido nervoso; p: tecido parenquimatico;
pf: célula fixa do parénquima; c: célula caliciforme.

Barra: A, C, E, I=500um; B, D, F, G, H, J, K= 300um.
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Figura 25: Seccbes histologicas de planéarias Girardia tigrina do grupo controle
(técnica do PAS-azul de Alcian). c: célula caliciforme; ci: [lumen; ev: epiderme
ventral; m: musculo; n: tecido nervoso; p: tecido parenquimatico; pf: célula fixa
do parénquima.

Barra: A-H= 300um.
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FIGURA 26
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Figura 26: Secc¢des histologicas de planarias Girardia tigrina do grupo controle
(técnica do PAS-azul de bromofenol). b: célula alongada da epiderme; cb:
célula cubdide da epiderme; m: musculo; n: tecido nervoso; pf: célula fixa do
parénquima; pg: célula de pigmentagao; s: secrecdo baséfila. Barra: A-F=
300um.
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FIGURA 27
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Figura 27: Seccbes histologicas de planéarias Girardia tigrina do grupo controle
(técnica da Reacdo de Feulgen). e: epiderme; n: feixe nervoso; p: tecido
parenquimatico.

Barra: A-E= 100um.



Figura 28: Seccgdes histologicas de planarias Girardia tigrina submetidas a
concentragao de 0,079mg/L de fipronil (técnica da hetamoxilina-eosina).

c: célula caliciforme; ci: lumen; ev: epiderme ventral; g: célula da gastroderme;
m: musculo; nb: neoblasto; p: tecido parenquimatico; pf: célula fixa do
parénquima.

Barra: A, C, G=500um; B, D, E, F, H= 300um.



51

FIGURA 28
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FIGURA 29
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Figura 29: Secgbes histolégicas de planarias Girardia tigrina submetidas a
concentragdao de 0,079mg/L de fipronil (técnica do PAS-azul de Alcian). ed:
epiderme dorsal; n: tecido nervoso; p: tecido parenquimatico.

Barra: A-C= 300um.

FIGURA 30

Figura 30: Secgbes histolégicas de planarias Girardia tigrina submetidas a
concentracao de 0,079mg/L de fipronil (técnica do PAS-azul de bromofenol).ci:
limen; ev: epiderme ventral; m: musculo; p: tecido parenquimatico; pf: célula
fixa do parénquima.
Barra: A-F= 300um.
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FIGURA 31
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Figura 31: Secgées histologicas de planérias Girardia tigrina submetidas a
concentragdo de 0,079mg/L de fipronil (técnica da Reacdo de Feulgen).e:
epiderme; p: tecido parenquimatico; seta: alteracdes nucleares; cabeca de
seta: picnose.

Barra: A-C= 100um.



Figura 32: Seccgbes histologicas de planarias Girardia tigrina submetidas a
concentragcdo de 0,79mg/L de fipronil (técnica da hetamoxilina-eosina). ev:
epiderme ventral; n: tecido nervoso; p: tecido parenquimatico; pf: célula fixa do
parénquima.

Barra: A= 500um; B, C, D, E= 300um.
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FIGURA 32




Figura 33: Seccodes histologicas de planarias Girardia tigrina submetidas a
concentragcao de 0,79mg/L de fipronil (técnica do PAS-azul de Alcian). c: célula
caliciforme; ev: epiderme ventral; m: muasculo; n: tecido nervoso; p: tecido
parenquimatico; pf: célula fixa do parénquima; ci: lumen.

Barra: A-H= 300um.
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FIGURA 34

concentragao de 0,79mg/L de fipronil (técnica do PAS-azul de bromofenol). ci:
limen; ev: epiderme ventral; m: musculo; n: tecido nervoso; p: tecido
parenquimatico; pf: célula fixa do parénquima.

Barra: A-F=300um.

FIGURA 35

igura 35: SecclOes histolégicas de planarias Girardia tigrina submetidas a
concentragdo de 0,79mg/L de fipronil (técnica da Reacdo de Feulgen). e:
epiderme; m: mauasculo; n: feixe nervoso; p: tecido parenquimatico; seta:
alteracdes nucleares; cabeca de seta: cariorrexe.

Barra: A-C= 100um.
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FIGURA 36
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Figura 36: Secgbes histolégicas de planarias Girardia tigrina submetidas a
concentragdo de 0,08mg/L de malation (técnica da hetamoxilina-eosina). c:
célula caliciforme; seta: vacuolizagao; ev: epiderme ventral; m: musculo; nb:
neoblasto; p: tecido parenquimatico; pf: célula fixa do parénquima.

Barra: A-F=300um.
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Figura 37: Seccgbes histologicas de planarias Girardia tigrina submetidas a
concentragcdo de 0,08mg/L de malation (técnica do PAS-azul de Alcian).c:
célula caliciforme; ev: epiderme ventral; p: tecido parenquimatico; pg: célula de
pigmento.

Barra: A-C= 300um.
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FIGURA 38
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Figura 38: Secgbes histolégicas de planarias Girardia tigrina, submetidas a
concentracao de 0,08mg/L de malation (técnica do PAS-azul de bromofenol). b:
célula alongada da epiderme; c: célula caliciforme; ev: epiderme ventral; m:
musculo.

Barra: A-E= 300um.

Figura 39: Seccobes histologicas de planarias Girardia tigrina,
concentragdo de 0,08mg/L de malation (técnica da Reagdo de Feulgen). e:
epiderme; p: tecido parenquimatico.

Barra: A-C= 100um.

o



Figura 40: Seccgdes histologicas de planarias Girardia tigrina submetidas a
concentragdo de 0,8mg/L de malation (técnica da hetamoxilina-eosina). c:
célula caliciforme; ci: lumen; ev: epiderme ventral; n: tecido nervoso; p: tecido
parenquimatico; pf: célula fixa do parénquima.

Barra: A-G= 300um.
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FIGURA 40
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FIGURA 41

Figura 41: Seccgdes histologicas de planarias Girardia tigrina submetidas a
concentracao de 0,8mg/L de malation (técnica do PAS-azul de Alcian). c: célula
caliciforme; ev: epiderme ventral; m: muasculo; nb: neoblasto; pf: célula
parénquima; pg: célula de pigmentacgéao.

Barra: A-F=300um.
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FIGURA 42

Figura 42: Secgbes histolégicas de planarias Girardia tigrina, submetidas a
concentragao de 0,8mg/L de malation (técnica do PAS-azul de bromofenol).b:
célula alongada da epiderme; p: tecido parenquimatico.

Barra: A-C= 300um.
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FIGURA 43
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Figura 43: Seccoes histologicas de planarias Girardia tigrina, submetidas a
concentracao de 0,8mg/L de malation (técnica da Reacdo de Feulgen). e:

epiderme ventral; n: feixe nervoso; p: tecido parenquimatico; seta: alteracdes
nucleares.

Barra: A-C= 100um.

FIGURA 44

. 9
Figura 44: Cinco classes de dano no DNA observadas nas laminas submetidas ao
Ensaio Cometa. A: Classe 0, nucledide intacto; B: Classe 1, pequeno dano; C: Classe 2,

médio dano; D: Classe 3: grande dano; Classe 4: nucledide pulverizado, indicando

morte celular. Apenas nucledides de tamanhos semelhantes foram analisados.
Aumento: 400x
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FIGURA 45

Figura 45: Cometa de classe 3 representando a heterogeneidade de tamanhos de
nucledides na populacdo de células. A ocorréncia desses tipos de nucledides se da,
provavelmente, pela diferenga de tipos celulares. Para as analises estatisticas, esses
tipos raros ndo foram considerados. Aumento: 200x
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Figura 46: Grafico representando o0s scores
médios de dano no DNA observado pelo ensaio do
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