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1 Introducao/Justificativa

A utilizacdo de diversos inseticidas na agricultura para o controle de insetos na
produgdo e cultivo de alimentos pode afetar a vida de alguns organismos ndo alvo
(ALBUQUERQUE, 2016), como o caso dos anfibios. Os anfibios sdo animais que tem alta
sensibilidade a mudangas em seu meio, por possuirem estagios de ciclo de vida aquatico e
terrestre e terem alta permeabilidade na pele, por isso sdo considerados bons indicadores
ambientais. Fipronil ¢ um n-fenilpirazol de suspensdo concentrada amplamente utilizado na
agricultura para controle de insetos (MARGARIDO, 2013). A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) classifica o inseticida fipronil como classe toxicologica II (altamente
toxico), apresentando alta toxicidade para peixes, passaros e invertebrados aquaticos. Neste
estudo, investigamos a genotoxicidade do inseticida fipronil através do teste do micronucleo,
utilizando como modelo de vertebrado ndo-alvo o anfibio Physalaemus gracilis (Anura:

Leptodactylidae).

2 Objetivos

Avaliar o potencial genotoxico do inseticida fipronil, verificando a existéncia ou nao

de inducao de micronucleos no nucleo das células de sangue do anfibio Physalaemus gracilis.
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3 Material e Métodos/Metodologia

Foi utilizada a formulacao comercial do inseticida fipronil (Suspensdo Concentrada,
contendo 250 g/L de ingrediente ativo fipronil e 890 g/L de ingredientes inertes). Para os
ensaios de toxicidade cronica foram utilizados girinos de P. gracilis (Anura: Leptodactylidae).
Para obtencdo dos girinos, foram coletadas desovas totais com menos de 24 horas de
oviposi¢do em um lago da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Erechim (latitude:
-27.728681°; longitude: -52.285852°). Apo6s a coleta, as desovas foram levadas para o
laboratério e colocadas em aquarios de 15 litros contendo agua desclorada, atendendo os
padrdes de potabilidade e criadas em condigdes controladas até atingirem o estagio 25
(GOSNER, 1960). Os ensaios de toxicidade cronica foram realizados por 168 horas, em
triplicata, com 10 girinos por recipiente. Foram testadas 5 concentragdes do fipronil:
encontrada no ambiente: 26 ug/L (ALBUQUERQUE et al., 2016) e utilizada em outros
estudos com anfibios: 50; 100; 500 e 1500 pug/L (MARGARIDO et al., 2013). Para cada
ensaio foi feito um controle negativo, somente com agua (autorizagdo CEUA
23205.003634/2017-70). No ultimo dia de exposi¢do, foram selecionados 15 girinos de cada
concentracdo para serem submetidos ao teste de microntcleo. Os girinos foram anestesiados
com lidocaina (CONCEA, 2015), e foi retirada uma gota de sangue de cada girino para o
esfregago em lamina de microscopia esterilizada. A fixacdo das ladminas foi realizada com
metanol frio (4°C) durante 2 minutos e a coloracdo com Giemsa 10% durante 15 minutos, ao
abrigo de luz. Em seguida, as laminas foram lavadas com agua destilada e postas para secar
em temperatura ambiente. Foram analisadas 1000 células de cada girino, em microscopio,

objetiva de 100x.

As analises estatisticas dos dados foram realizadas com o software STATISTICA 8.0.
A diferenga estatistica entre a presenca de microntcleos no controle € nos girinos expostos a
fipronil foi avaliada por analise de variancia (ANOVA One-Way) seguida do teste de Dunnett,
com 95% de confianga. A Concentragdo de Efeito Nao Observado (CENO), a Concentracao
de Efeito Observado (CEO) e a Maxima Concentracao Aceitavel de Toxicante (MCAT) foram

determinados através do teste de Dunnett.

Para a realizacdo da avaliacdo de risco ecologico, foi utilizado o quociente de risco
(QR), determinado pela divisdo da Concentragdo Ambiental Estimada (CAE) pelo CENO.
Para a USEPA (Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos) o valor de referéncia
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para animais aquaticos ¢ igual a 1. Se o valor obtido for maior que 1, este tem potencial de

risco cronico para a espécie.
4 Resultados e Discussao

Foram analisadas 91201 células de Physalaemus gracilis. Ocorreu indugdo de
micronucleos em todas as concentracdes testadas de fipronil, sendo significativo em relagao
ao controle (Fss4=7,38, p<0,05) nas duas maiores concentragoes de 500 e 1500 pg/L
(Dunnett, p<0,05). Dessa forma foi possivel perceber um aumento do numero de

micronucleos com o aumento da concentragdo de fipronil.

O inseticida fipronil induziu a formag¢dao de micronucleo em girinos de P. gracilis,
deste modo pode ser considerado como um agente toxico que tem potencial de causar efeitos
genotoxicos em Physalaemus gracilis em concentragdes que podem ser encontradas na
natureza. Ainda ha poucos estudos sobre os efeitos genotoxicos do fipronil em organismos
ndo-alvo, como anfibios. O potencial genotdxico deste inseticida € preocupante, pois as
concentragdes testadas sdo concentragdes registradas em aguas superficiais, habitat natural de
organismos nao alvo.

O valor de CENO e CEO de fipronil encontrados para P. gracilis foi de 500 pg/L e
1500 pg/L, respectivamente. A MCAT de fipronil para genotoxicidade foi de 866,02 pg/L. Em
relagdo a avaliacdo de risco, foi utilizada a CAE detectada na agua a partir da literatura,
dentro da éarea de distribuicdo da espécie estudada, que foi de 26 pg/L e o CENO de 500 pg/L.
O valor de quociente de risco (QR) obtido foi de 0,052, abaixo do valor de referéncia 1

indicando baixo risco cronico do fipronil para P. gracilis.

Esses dados mostram que fipronil tem potencial genotoxico em P. gracilis, mas
somente em altas concentracdes, acima do que ja foi registrado em aguas superficiais (26
ng/L) e permitido pela legislagdo do Rio Grande do Sul para dgua potavel (1,2 pg/L; Portaria
da Secretaria da Saude n°320/2014). A maxima concentracao aceitavel de fipronil também foi
alta para genotoxicidade (866,02 ng/L), e dificilmente seria encontrada no ambiente. Devido a
esses dados, fipronil apresentou baixo risco cronico. Portanto, a formulagdo testada deste
inseticida ndo apresenta efeitos de genotoxicidade considerados relevantes em termos de risco

ecologico.

No entanto, € necessario ressaltar que fipronil ¢ um de muitos inseticidas que ainda

ndo possui limite de concentragdo na agua na legislagdo a nivel federal no Brasil. A Unido
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Européia (Diretoria 98/83/CE de 3 de novembro de 1998) estabelece um valor de 0,10 pg/L
para residuos de agrotdxico em agua potavel (para cada agrotoxico isolado) e de 0,50 ug/L
para Inseticidas Total (soma de todos agrotoxicos encontrados e quantificados na agua).
Entretanto, no estado do Rio Grande do Sul, que estabelece pardmetros adicionais de
agrotoxicos ao padrao de potabilidade para substancias quimicas, no controle e vigilancia da

qualidade da 4gua para consumo humano no RS, estabelece um limite de fipronil na agua de

1,2 ng/L.
5 Conclusao

A partir dos resultados obtidos na realizacdo das andlises das células no teste de
micronucleo dos girinos de P. gracilis foi possivel perceber que concentragdes acima de 500
png/L da formulagcdo comercial de fipronil pode causar efeitos genotoxicos e a inducdo de
formacdo de microntcleos neste anfibio. Ressaltamos que sao necessarios mais estudos sobre
os efeitos das formulas comerciais de fipronil em organismos nao-alvo, para entender melhor

a toxicidade destes inseticidas.
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