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“Que sera do homem sem 0s animais? Se todos 0s
animais desaparecessem, o homem morreria de solidao
espiritual. Porque tudo que acontega aos animais pode

afetar os homens. Tudo esta relacionado. ”
“O que fere a terra fere também os filhos da terra. O
homem ndo tece a teia da vida; é antes um de seus fios.

O que quer que faga a essa teia, faz a si proprio.”

(Trechos da carta do Chefe Seattle)

“O que sabemos é uma gota; 0 que ignoramos é um
oceano. Construimos muros demais e pontes de menos.
A gravidade explica os movimentos dos planetas, mas
nao pode explicar quem colocou os planetas em
movimento. Deus governa todas as coisas e sabe tudo

que é ou que pode ser feito.’

(Isaac Newton)
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EFEITOS TOXICOLOGICOS DA CONTAMINACAO POR
AGROTOXICOS EM RECEM-ECLODIDOS DE Podocnemis
expansa (Testudines: Podocnemididae)

RESUMO

Os efeitos danosos dos agrotdxicos glifosato (Gly), atrazina (Atra) e fipronil (Fip) s&o
conhecidos em diferentes organismos, porém os potenciais mutagénico, genotdxico e morfotdxico
em eritrdcitos de Testudines de d&gua doce € pouco estudado. Assim, objetivou-se avaliar os potenciais
toxicoldgicos desses compostos em recém-eclodidos de Podocnemis expansa (tartarugas-da-
amazonia) nascidos de ovos incubados artificialmente em substrato com diferentes concentragdes dos
herbicidas Gly e Atra e do inseticida Fip. O teste do micronucleo e outras anormalidades nucleares,
ensaio cometa e medidas morfométricas de eritrocitos circulantes dos animais foram utilizados como
biomarcadores de toxicidade. Os recem-eclodidos expostos aos grupos Gly-65 ppb e Gly-6500 ppb
apresentaram maior frequéncia de eritrocitos com ndcleo multilobulado. Para os grupos Atra-2 ppb e
Gly-65 ppb as anormalidades nucleo entalhado e ndcleo deslocado foram as mais frequentes. Além
disso, observou-se que em Gly-6500 ppb, Atra-2 ppb, Atra-200 ppb, Fip-4 ppb e Fip-400 ppb, com
excecao do grupo Gly-65 ppb, induziram diminui¢ao da area eritrocitaria, aumento da relagdo “area
nuclear: area eritrocitaria” e diminuic¢ao da circularidade dos eritrdcitos e seus nucleos, o que indica
claro efeito sobre o tamanho e forma dessas células. Por outro lado, no ensaio cometa ndo se observou
evidéncias sugestivas de efeito genotoxico dos pesticidas. No entanto, concluiu-se que as
concentracdes de glifosato, atrazina e fripronil permitidas pela legislacdo ambiental brasileira causam
morfotoxidade eritrocitaria e efeito aneuploidogénico, sem efeito genotoxico identificado pelo ensaio
cometa. A auséncia de efeitos genotoxicos identificados pelo ensaio cometa possivelmente é
explicada pela longa exposic¢éo aos agrotoxicos. Os longos periodos de exposicdo podem elevar os
danos genotoxicos, causando morte celular. Assim como muitos outros, este estudo comprova a acao
danosa do glifosato, atrazina e fipronil a biota, contudo, além destes, diversos pesticidas séo
prejudiciais, muitos dos quais se tem pouco ou nenhum conhecimento dos impactos lesivos ao meio

ambiente, e a prdpria vida humana, a longo prazo.

Palavras-chave: Agrotoxicos, genotoxicidade, morfotoxicidade, mutagenicidade, pesticidas,

toxicologia.
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TOXICOLOGICAL EFFECTS OF PESTICIDE CONTAMINATION
IN NEWLY HATCHED OF Podocnemis expansa (Testudines:
Pocnemididae)

ABSTRACT

The damaging effects of the pesticides glyphosate (Gly), atrazine (Atra) and fipronil (Fip) are known
in different organisms, however the mutagenic, genotoxic and morphotoxic potential in erythrocytes
of freshwater Testudines is poorly studied. Thus, we aim to evaluate the toxicological potential of
these compounds in puppies of Podocnemis expansa (Amazon turtles) hatched from eggs incubated
artificially in substrate with different concentrations of the herbicides Gly and Atra and the insecticide
Fip. The micronucleus test and other nuclear abnormalities, comet assay and morphometric
measurements of the animals' circulating erythrocytes were used as biomarkers of toxicity.

Puppies exposed to Gly (groups Gly-65 ppb and Gly-6500 ppb) had a higher frequency of
erythrocytes with multilobulated nucleus, for groups Atra-2 ppb and Gly-65 ppb the notched and
displaced nucleus abnormalities were the most frequent. In addition, it was observed that all
treatments (Gly-6500 ppb, Atra-2 ppb, Atra-200 ppb, Fip-4 ppb and Fip-400 ppb), with the exception
of the Gly-65 ppb group, induced a decrease in the erythrocyte area, increase in the “nuclear area:
erythrocyte area” ratio and decrease in the circularity of erythrocytes and their nuclei, which indicates
a clear effect on the size and shape of these cells. On the other hand, in the comet assay there was no
evidence suggestive of the genotoxic effect of pesticides. In conclusion, this study pioneered the
mutagenic, genotoxic and morphotoxic potential of pesticides in puppies of P. expansa exposed in
ovo to Gly, Atra and Fip, which constitutes how these compounds can affect the health of these

animals.

Keywords: Testudines, pesticides, toxicology, mutagenicity, genotoxicity, morphotoxicity.
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1. INTRODUCAO

A regido do Cerrado concentra areas de grande diversidade de solos, geomorfologia, condi¢bes
climaticas e fitofisionomias para o cultivo da soja, do milho e do algoddo (SILVA ET AL. 2006). No
entanto, este dominio morfoclimatico possui areas de grande endemismo e esté incluido entre os 36
"hotspots” mundiais (MYERS ET AL. 2005, WILLIAMS ET AL., 2011; NOSS ET AL., 2015; CEPF,
2016). O Cerrado apresenta aproximadamente um terco da biota brasileira, com rigueza minima
estimada de 320 mil espécies (DIAS 1996). Existem 837 espécies de aves, 161 de mamiferos, 150 de
anfibios e 120 de répteis (MYERS ET AL. 2000). Entre os invertebrados ha a estimativa de 90 mil
espécies de insetos (DIAS 1996). As plantas vasculares do Cerrado possuem a maior taxa de
endemismo (44%), seguida pelos anfibios (30%), répteis (20%) (MYERS ET AL. 2000), aves (11%)
(MACEDO 2002) e mamiferos (9,3%) (MARINHO-FILHO ET AL. 2002).

No Brasil hd um dissenso que circunda o debate sobre a necessidade de expansdo da fronteira
agricola e os riscos para a conservacdo da biodiversidade natural existente por todo o territdrio
nacional. Goias, até a década de 1960 apresentava baixos niveis de produtividade com as praticas
tradicionais utilizadas na agricultura, incluindo as técnicas de cultivo inapropriadas aos solos do
Cerrado. BEZERRA & CLEPS JR (2004) verificaram que somente a partir da década de 1970 o
desenvolvimento agricola de toda a regido Centro-Oeste foi intensificado e diretamente vinculado a
concretizacdo da fronteira agricola. Segundo os dados do Censo Agropecuario do IBGE (2000), Goias
concentra a maior parte da producdo de grédos e as atividades pecuarias altamente modernizadas, € 0
quarto produtor de grdos no Brasil, com 9,2 milhdes de toneladas, contribuindo com 8,98% na
producdo nacional e possui também o terceiro maior rebanho de bovinos de corte do pais.

A pressdo exercida pelo agronegocio sobre a fauna e flora, traduzida em destruicdo de habitats
naturais essenciais a manutencdo das espécies, desmatamento, introducdo de espécies exoticas,
poluigdo por agrotoxicos, erosdo dos solos e destruicdo de rios e nascentes, sdo fatores determinantes
para o processo de perda de biodiversidade do Cerrado, (WWF, 2000).

As estratégias de ocupacdo e avancgo agricola da regido Centro-Oeste, possibilitadas em boa
parte pelos programas governamentais (PNDs, POLO-CENTRO, PRODECER, etc.), nédo
demonstraram ter levado em consideracdo a possibilidade de destruicdo do Cerrado, tampouco se
pautaram em uma gestdo sustentavel dos recursos naturais por meio da implementacdo de areas
prioritarias para a conservacdo deste bioma, de monitoramentos e ampla publicidade da situacdo da
biodiversidade, nem de medidas eficazes para conter os evidentes impactos adversos sobre o
ecossistema da regido (LONDRES, 2011).
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Os agrotoxicos sdo compostos manufaturados resistentes a degradagdo bidtica ou abiotica
utilizados na agricultura para prevenir ou reduzir a acdo dos efeitos nocivos de pragas (HOSHI, 2009;
CARVALHO ET AL. 2011). O Programa Nacional de Defensivos Agricolas, no ambito do Il Plano
Nacional de Desenvolvimento estimulou na década de setenta a produgdo e consumo de insumos
agricolas no Brasil (LONDRES, 2011). O pais € um dos maiores produtores de alimentos, madeira,
biocombustiveis e algoddo, com a adeséo ao Sistema Nacional de Crédito Rural (SNCR) tornou-se um
dos maiores consumidores de agrotdxicos do mundo (VALDES, 2010; SCHIESARI ET AL. 2013).
Os herbicidas sdo agrotdxicos bastante utilizados durante o combate a plantas invasoras na agricultura
brasileira (IBAMA, 2010), apresentam solubilidade em agua e alta susceptibilidade nos impactos em
ecossistemas aquaticos (HARTLEY ET AL. 2001; VALDES, 2010).

O glifosato é o principio ativo da formulacdo comercial de diversos herbicidas (IBAMA, 2009).
Este composto é bioacumulavel e degradado por microorganismos, porém apresenta persisténcia
variavel no ambiente. E considerado toxico para organismos aquético, pouco toxico para organismos
do solo, aves e abelhas (NEWTON ET AL. 1994). Formulacdes de glifosato tém sido utilizadas na
agricultura convencional, viticultura, manejo florestal, jardinagem e restauracao de habitats (DILL ET
AL. 2010). De acordo com ZHANG ET AL. (2019), o uso do glifosato tem crescido nas Ultimas
décadas, devido a fatores que incluem a introducéo de colheitas geneticamente modificadas resistentes
ao composto e a maior permissividade das agéncias regulamentadoras, aumentando 0s niveis de
residuos permitidos.

A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina) € extensivamente utilizada
em paises como Argentina, Estados Unidos e Brasil no controle de ervas daninhas de folhas largas,
sobretudo em culturas de milho e cana-de-acucar (EPA, 2019). Por outro lado, o fipronil é um
inseticida de segunda geracdo altamente eficiente e amplamente utilizado em produtos veterinarios
para o controle de pragas e ectoparasitas em animais domésticos, incluindo aqueles resistentes aos
inseticidas piretroides, organofosforados e carbamatos (KIDD & JAMES 1991; TINGLE ET AL.
2003; SIMON-DELSO ET AL., 2015).

No Brasil, as combinac6es entre os herbicidas e inseticidas ndo séo regularizadas, no entanto
sdo comumente utilizados para reduzir custos de producéo e para aumentar a eficiéncia no controle de
pragas (GUIMARAES, 2014; FIGUEIREDO, 2015). As intera¢Bes quimicas entre os pesticidas
induzem alteracdes nas propriedades fisico-quimicas e no comportamento das moléculas e podem
causar impactos sobre 0 meio ambiente e a saide humana, embora, 0s agrotdxicos possam fornecer
beneficios e vantagens para o desenvolvimento da sociedade, seu uso intensivo e descontrolado tem
provocado efeitos irreversiveis sobre o ambiente natural (GUIMARAES, 2014; FIGUEIREDO, 2015).
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Varios estudos tém denunciado os impactos desses compostos sobre espécies de invertebrados
(LINDSAY & FRENCH, 2004; PISAET AL., 2015; WECH ET AL., 2018), de vertebrados (HAYES
ET AL., 2011; GIBBONS ET AL., 2015; GILL ET AL., 2018), de microrganismos (DELORENZO
ET AL., 2001) e espécies vegetais nativas de varios biomas de importancia mundial (DALTON &
BOUTIN, 2010; FLORENCIA ET AL., 2017; CEDERLUND ET AL., 2017). De acordo com 0s
estudos citados acima, ha evidéncias de que 0 uso desses produtos quimicos também pode contribuir
para o declinio populacional de vérias espécies, representando uma ameacga a sobrevivéncia e
permanéncia nos habitats naturais.

O efeito negativo dos agrotdxicos sobre a biota ndo é equitativo entre os diferentes grupos de
seres vivos. O conhecimento sobre os efeitos danosos provocados pelo glifosato, atrazina e fipronil
nos peixes (2008; NWANI ET AL., 2010; LORO ET AL., 2015; ZHANG ET AL., 2018), anfibios
(WILHELMS ET AL., 2005; SHEHATA ET AL., 2013; REINDL ET AL., 2015) e mamiferos
(KARTHEEK & DAVID, 2018) é muito superior aquele voltado para os répteis (HOPKINS, 2000).
Parte disso, pode ser explicado pela falta de inclusdo desses animais em processos de avaliacGes da
admissdo de agrotoxicos, conforme orientacBes da United States Environmental Protection Agency
(EPA, 2019), World Health Organization (WHO, 2010; WHO, 2019) e da European Food Safety
Authority (EFSA, 2009).

Bioensaios de genotoxicidade e mutagenicidade sdo utilizados em estudos toxicoldgicos para
detectar alterac@es fisioldgicas sobre as estruturas, o crescimento, 0 comportamento e a reproducao do
organismo (SARKAR ET AL. 2006). Sao capazes de avaliar o efeito de diferentes contaminantes nos
altos niveis de organizacdo biolégica (LAM; GRAY, 2003). Podem ser utilizados de forma preditiva
em estudos de biomonitoramento ambiental, permitindo que sejam tomadas a¢des de biorremediacédo
antes que ocorram danos ecoldgicos severos (CAJARAVILLE ET AL. 2000; FUENTES-RIOS ET
AL. 2005; MONSERRAT ET AL. 2007).

Xenobioticos de acdo genotdxica e/ou mutagénica interagem quimicamente com o material
genético promovendo quebras na molécula de DNA, contudo, esses danos podem ser reparados pelo
proprio organismo, caso contrario a célula é eliminada, quando isso ndo ocorre, ha multagéo, pois a
lesdo é fixada na célula podendo se perpetuar nas células filhas durante o processo de replicacdo (OBE
ET AL. 2004; WHITE & RASMUSSEN, 1998). As mutacdes geralmente sdo induzidas por agentes
fisicos, quimicos ou bioldgicos (CALVIELLOA ET AL. 2005).

A principio desenvolvido para detectar efeitos genotoxicos em mamiferos, o Ensaio Cometa
mostrou-se eficiente na percepcao de substancias genotoxicas em organismos do meio aquatico. Este
teste também demonstrou amplo emprego na area clinica em estudos de reparo ao DNA no

biomonitoramento ambiental e no monitoramento humano. O principio desta técnica se baseia no fato
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de que o DNA da célula que néo tiver dano migrara em conjunto formando um circulo. Os fragmentos
menores tendem a migrar mais rapidamente do que os maiores. O dano ao DNA provocado por um
agente genotoxico pode acarretar a formacéo de fragmentos de diversos tamanhos e esses fragmentos
quando expostos a uma corrida eletroforética migrardo em velocidades diferentes, formando-se entdo
a figura tipica de um cometa (OLIVE; BANATH; DURAND, 1990; COLLINS ET AL. 2008).

O Teste do Microndcleo € amplamente utilizado para deteccdo de agentes clastogénicos (que
quebram cromossomos), e de agentes aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacéo
cromossdmica anormal) (MACGREGOR ET AL. 1987; HAYASHI ET AL. 1994). E recomendado
para a avaliacdo do potenciais mutagénicos de agentes fisicos e quimicos, para o registro de novos
produtos quimicos que entram no mercado mundial (RIBEIRO, 2003), no biomonitoramento de
populagdes humanas ocupacionalmente expostos a agentes mutagénicos (MACHADO-SANTELLI
ET AL.1994; MAJER ET AL. 2001; LAFFON ET AL. 2002; BOLOGNESI ET AL. 2004) na pesquisa
de compostos inibidores de carcinogénese (ROY ET AL. 2003; 1ZZOTTI ET AL. 2001) e em estudos
toxicologicos (GAUTHIER ET AL. 1999; LORENTE ET AL. 2002).

Devido sua interacdo com o meio ambiente e sua facilidade de absorcdo e acumulagédo de
compostos xenobioticos, os bioindicadores de qualidade ambiental sdo utilizados em estudos de
avaliacdo de impacto ambiental (YOUNES, 2000). A resposta de cada organismo ao impacto
ambiental € fortemente influenciada por suas condicdes fisioldgicas, morfoldgicas estruturais e
nutricionais assim como pelas condicgdes fisicas, quimicas e bioldgicas do ambiente (temperatura,
umidade, ventos e radiagdo) (MARTELETO, 2004; LOMONACO, 2004; KERR, 2004).

Entre os bioindicadores na investigacao dos efeitos de substancias langadas no ambiente para
estudos sobre 0s potenciais teratogénicos de substancias toxicas estdo os répteis (BELL, 2006;
SPOTILA, 2006; CONGDON, 2006), dentre esses, os Testudines estdo entre 0s animais mais
ameacados do mundo (BONIN, 2006; DEVAUX, 2006; DUPRE, 2006). O Brasil possui 36 espécies
distribuidas nos seus mais diversos ecossistemas aquaticos e terrestres, sendo 29 espécies de dgua doce,
duas terrestres e cinco marinhas (COSTA & BERNILS, 2018).

Ha relutdncia no uso dos répteis em estudos toxicologicos, provavelmente decorrente das
caracteristicas da histdria natural desses animais (HOPKINS, 2000). Ao contrario da maioria das
espécies-modelo em toxicologia, os répteis ndo produzem proles numerosas em intervalos curtos e
muitas vezes sdo considerados dificeis de serem mantidos em laboratério (HOPKINS, 2000). Apesar
disso, a necessidade de identificar as espécies e populacdes de répteis que podem entrar em contato
com agrotdxicos € indiscutivel, assim como conhecer os potenciais efeitos desses compostos sobre 0s

individuos e populagdes. Os estudos toxicologicos que envolve o grupo dos répteis sdo essenciais para
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identificar as espécies vulneraveis a exposi¢do aos agrotoxicos, fornecendo subsidios cientificos
importantes para a proposicdo de praticas de conservacao das espécies (MINGO ET AL. 2016).

A espécie Podocnemis expansa (SCHWEIGGER, 1812) é popularmente conhecida como
tartaruga-da-amazonia, tartaruga-verdadeira, aral ou jurard-acu (LUZ, 1998; REIS, 1998) €
considerada o maior Testudine de agua doce do Brasil. Esta inserida na familia Chelidae, subfamilia
Podocnemididae, juntamente com outras 04 espécies, Peltocephalus dumerilianus (SCHWEIGGER,
1812), Podocnemis erythrocephala (SP1X, 1824), Podocnemis sextuberculata (CORNALIA, 1849) e
Podocnemis unifilis (TROSCHEL, 1848) (COSTA & BERNILS, 2018). A espécie P. expansa, assim
como todos os representantes da ordem, apresentam a carapaca como instrumento de defesa e fuga dos
predadores. Alimentam-se de frutos, raizes, folhas e sementes, bem como moluscos, crustaceos e
alguns peixes (IBAMA, 1989).

Essa espécie € caracterizada por apresentar baixa capacidade de crescimento populacional, alta
longevidade e maturidade sexual tardia (POUGH ET AL., 2003). Séo alvos de caca predatoria para
exploracdo da carne e ovos, sobretudo por populacdes ribeirinhas (CARVALHO, 1995; SANTOS ET
AL., 2003). Esta espécie chega a medir 107 cm de comprimento de carapaca e 90 kg de massa corporal
(PRITCHARD, 1979). Pode ser encontrada em rios e lagos e na época de cheia, individuos de todas
as faixas etarias vao para areas alagadas a procura de alimento (MOLINA, 1996). No periodo de seca,
juvenis e subadultos tendem a permanecer nesses locais, enquanto os individuos adultos retornam aos
rios (VOGT, 2008). O desenvolvimento desses animais é influenciado pela temperatura, trocas gasosas
e hidricas (POUGH, 2008; HEISER, 2008; JANER, 2008). Sabe-se ainda que a prépria determinacao
sexual depende de tais condi¢cdes (MALVASIO, 2001).

Diante do avanc¢o agricola e do aumento do consumo de agrotoxicos nos ultimos anos, 0s
estudos sobre os efeitos toxicos dos agrotdxicos em répteis, especialmente aqueles de vida aquatica
estdo tornando-se cada vez mais escassos. O objetivo deste estudo foi avaliar através da investigacao
mutagénica e genotdxica os possiveis danos da exposicdo de recém-eclodidos de P. expansa aos

agrotoxicos glifosato, atrazina e fipronil.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Coleta e incubacéo artificial dos ovos

Os ovos de Podocnemis expansa foram coletados em periodo de desova na area de reproducgéo
localizada nas praias da Area de Protecdo Ambiental Meandros do Rio Araguaia (GO, Brasil) (13° 20’
38" S e 50° 38' 05" W), adotando-se os critérios de coleta descritos em Hirano et al. (2019). Apoés a

coleta, os ovos foram acondicionados em sacos plasticos com vermiculita umedecida com agua na
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proporcao de 2:1 v/v e transportados imediatamente ao Laboratério de Pesquisas e Ensino em Animais
Silvestres da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade Federal de Uberlandia
(LAPAS/FAMEV/UFU, MG, Brasil) para incubacéo artificial. Todos os procedimentos realizados na
pesquisa foram previamente aprovados pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU protocolo n® 039/18,) com licenca do
SISBIO/RAN/ICMBIo (n° 65167-1/2018).

A incubacdo artificial dos ovos de P. expansa foi realizada conforme procedimentos descritos
em HIRANO ET AL. (2019). Os ovos foram acondicionados em bandejas plasticas de 30 cm x 50 cm
x 10 cm (comprimento x largura x altura), utilizando como substrato areia advinda do local de coleta
dos ovos. Essas bandejas foram introduzidas em incubadoras controladas por termostato acoplado a
duas lampadas de 15W. A temperatura e a umidade relativa foram avaliadas de trés em trés dias com
termohigrémetro digital e mantidas entre 28° e 31°C e entre 80 e 100%, respectivamente. Dos 49 ovos

incubados, foram utilizados 35 recém-eclodidos.

2.2. Delineamento experimental e exposi¢ao aos agrotdxicos

Visando simular a contaminacgéo de bancos de areia utilizados na reproducao das Podocnemis
expansa, misturou-se aos substratos de incubacao, diferentes concentracdes dos formulados comerciais
de glifosato (Glifosato Atar 48®, registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA, Brasil) n. 06205, Albaugh Agro Brasil Ltda, Resende, RJ, Brasil), fipronil (Reagent® 800
WG, registro MAPA n. 005794, BASF S.A., S&o Paulo, SP, Brasil) e atrazina (Atrazina Nortox 500
SC®, registro MAPA n. 00596, Nortox S/A, Arapongas, PR, Brasil) diluidos em agua destilada. Para
cada agrotoxico, duas concentracdes foram avaliadas, sendo que as concentracdes de glifosato e
atrazina foram determinadas a partir dos limites maximos aceitos para a contaminagdo de aguas
superficiais no Brasil, de acordo com o Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) resolucéo
n. 357/2005 e n. 20/1986. Ja as concentracdes de fipronil foram estabelecidas de acordo com os valores
encontrados na literatura para a Concentracdo Letal Média (CLso) para peixes, ja que ndo se tem tais
valores para repteis e ndo ha limites de deteccao desse composto estabelecido na legislagéo brasileira.

Conforme destacado por HIRANO ET AL. (2019), em condi¢Ges naturais os ovos de P.
expansa sdo depositados em ninhos estabelecidos na areia, cujas aguas constituem a principal fonte de
contaminagdo dos ovos. Assim, os ovos foram distribuidos em seis grupos experimentais, mais um
controle, totalizando sete grupos. Os substrato de incubacgéo continhm glifosato nas concentracgdes de
65 ou 6500 partes por bilhdo (ppb) (grupos Gly-65 e Gly-6500, respectivamente), atrazina nas
concentragdes de 2 ou 200 ppb (grupos Atra-2 e Atra-200, respectivamente) e fipronil a 4 ou 400 ppb
(grupos Fip-4 e Fip-400, respectivamente), a diluicdo dos agrotoxicos foi realizada em &gua destilada.
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O controle negativo (CN) foi incubado em substrato isento de qualquer poluente e umedecidos apenas
com agua destilada. Foi utilizado o mesmo volume de solucBes contaminantes em todos os
tratamentos, a fim de assegurar umectagéo equitativamente dos substratos.

O dia de acomodacdo dos ovos nas caixas de incubacdo foi considerado dia 0. A exposi¢do dos
0V0s aos agrotoxicos compreendeu o periodo do inicio da incubacao até a eclosdo de todos os recém-
eclodidos e visou simular uma possivel contaminacdo em ambiente natural, visto que a agua
contaminada do rio seria absorvida pela areia das praias, umedecendo o0s ninhos. As solugdes
contaminantes foram repostas a cada trés dias nos substratos, de modo a manter a umidade ideal ao
longo da incubacdo. A incubacdo dos ovos durou 59 dias e, apds o periodo de eclosdo, 0s recém-

eclodidos foram mantidos em piscinas com agua durante dez dias.

2.3. Biomarcadores de toxicidade
2.3.1. Teste do micronucleo e outras anormalidades nucleares eritrocitarias

O teste do micronucleo/outras anormalidades foi realizado de acordo com o0s procedimentos
adotados por ARAUJO ET AL. (2019) E MESAK ET AL. (2019), com modificagdes. Inicialmente,
os recéem-eclodidos de P. expansa foram anestesiados [seguindo os critérios propostos pela American
Society of Ichthyologists and Herpetologists (ASIH, 2004)] e, por meio de uma agulha de seringa
esterilizadas (30G 1/2", g: 0,3 mm e 13 mm comprimento), procedeu-se a coleta de 30 pL de sangue
periférico no seio occipital, como descrito por Olson et al. (1975). Em seguida, foram realizados
esfregacos sanguineos em laminas previamente higienizadas (duas laminas por animal — n=10/grupo),
as quais foram fixadas em metanol frio a 100% (v/v) (Dindmica®, Sdo Paulo, Brasil) por 10 minutos e
coradas com Panotico Rapido® (Laborclin®, Parana, Brasil). Posteriormente as Iaminas foram
analisadas em microscépio 6ptico com lente de imersdo. Foram analisados 4000 eritrdcitos circulantes
por intividuo, sendo contados (2,000/1amina). As analises foram realizadas de maneira aleatoria e ndo

foram considerados eritrécitos sobrepostos.

2.3.2. Ensaio cometa

O ensaio cometa foi realizado utilizando o método alcalino, conforme procedimentos descritos
em SINGH ET AL. (1988), POLETTA ET AL. (2009) E ZAPATA ET AL. (2016), com modificacdes.
As amostras de sangue periferico (10 pL) colhidas foram diluidas em 1:19 (v/v) com soro fetal bovino.
As laminas foram preparadas (duas por amostra) com 15 uL de suspensdo de células diluidas em 120
ML de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%) a 37°C, com posterior submersdo em solugéo de lise

(Triton X-100, DMSO e solucdo de lise estoque) durante 24 h a 6°C e mantidas protegidas da luz.
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Em seguida, as laminas foram para eletroforese a 300 mA e 25 V (0.90 V/cm) durante 25
minutos sob auséncia de luminosidade [adaptado de Poletta et al., (2008)]. Para averiguar as condi¢des
da eletroforese, foram incluidas 1dminas de controle negativo em cada corrida eletroforética. Os dados
so foram considerados quando os controles apresentaram resultados negativos. Apos a eletroforese, as
laminas foram colocadas em tabuleiro de coloracao, coberto com um tampéao de neutralizagéo (0,4 M,
Tris-HCI, pH 7,5) e mantidas no escuro durante 5 min.

Para a andlise, as laminas foram coradas com SYBR™ Green (10ug/mL) e cobertas com uma
laminula. Foram analisados 50 nucleoides por ldmina, totalizando 100 nucleos por amostra. A andlise
foi realizada por um sistema de microscopia de fluorescéncia Axioplan-Imaging®, utilizando o
software Comet Imager 2.2, com um filtro de excitacdo de 510-560 nm e um filtro barreira de 590 nm,
em aumento de 200x. Para avaliagdo dos danos no DNA utilizamos o “Open comet” plugin no ImageJ
software, ferramenta de codigo aberto que fornece anélise automatizada de imagem de cometas,
conforme procedimentos descritos em GYORI ET AL. (2014).

Os parametros utilizados para avaliacdo dos danos causados no DNA foram (i) comprimento
da cauda (CC), (ii) porcentagem de DNA na cauda (%DNA) e (iii) momento de cauda Olive (MCO),
conforme descrito por Collins (2004).

2.3.3. Processamento de imagem e morfometria eritrocitaria

Para avaliacdo morfométrica dos eritrocitos também foi utilizado o software ImageJ 1.52av.
(https://limagej.nih.gov/ij/download.html) (BAVISKAR, 2011; SCHNEIDER ET AL., 2012). Para
isso, duas fotomicrografias aleatérias dos campos de visdo (em aumento de 40x) de cada
lamina/espécime foram obtidas, totalizando 20 imagens por grupo experimental, semelhantemente a
metodologia adotada por ARAUJO ET AL. (2019) E ACHARYA & MOHANTY (2019). Em sintese,
as imagens foram abertas no software ImageJ e convertidas para 8-bit (escala cinza) e sujeitadas ao
formato automatico limiar, na qual converte imagens na escala cinza no modo binario (preto e branco)
usando um valor de corte estabelecido por algoritmos.

Os artefatos foram eliminados e utilizando o comando "analizar particulas" em ImageJ, foram
identificadas e contadas as particulas limiares (no presente estudo, ilhas de pixels pretos). Esse
procedimento foi realizado para as analises dos eritrocitos e dos nucleos. Em cada campo de analise
(i.e., em cada imagem) 30 eritrocitos foram medidos (totalizando 600 células/grupo experimental). As
variaveis morfométricas registradas foram: area dos eritrdcitos e dos respectivos nicleos; razdo entre
a area nuclear e eritrocitaria (nucleo:eritrdcito) e circularidade (dos eritrdcitos e nucleos). Essa Ultima
¢ dada por 4nA/p2, onde A ¢ a area da forma e P € o perimetro. O valor de A indica um circulo perfeito.

Quanto mais proximo de 0 o valor, mais alongado é o poligono (BISCHIN ET AL., 2012).
21


https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-reagents/sybr-green-real-time-master-mixes/power-sybr-green-master-mix.html

2.4. Analises estatisticas

O teste Shapiro-Wilk e Levene foram utilizados para testar a normalidade e homocedasticidade
dos dados, respectivamente. Por ndo atenderem os pressupostos da ANOVA, os dados foram
submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, com pos-teste de Dun’s a 5% de
probabilidade. As figuras foram elaboradas no GraphPad Prism software (version 7.00). As analises
estatisticas foram realizadas no software BioEstat 5.0 (AYRES ET AL. 2007).

3. RESULTADOS

Ndo foram evidenciadas diferencas entre a frequéncia de micronucleos nos grupos
experimentais (H = 2,3119; p = 0,80); mas, outras anormalidades nucleares eritrocitarias foram
identificadas nos tratamentos (Figura 1A-K). Nos grupos de P. expansa expostos ao glifosato (grupos
Gly-65 e Gly-6500 ppb) e a atrazina (Atra-2 ppb) houve maior frequéncia de nucleos multilobulados
(H = 13,1352, p = 0,04), deslocados (H = 26,1880, p = 0,0002) e entalhados (H = 15,1904, p = 0,01),
quando comparadas ao grupo controle (Tabela 1). Os grupos expostos ao glifosato apresentaram maior

namero de anormalidades nucleares, conforme observado na Figura 1L.

Tabela 1. Frequéncia de micronucleos e de outras anormalidades nucleares eritrocitarias evidenciadas
em recém-eclodidos de Podocnemis expansa expostos a diferentes agrotdxicos.

Micronucleo e Média + desvio padréo de acordo com os tratamentos

outras Controle Glifosato Atrazina Fipronil
anormalidades

nucleares 0 ppb 65 ppb 6500 ppb 2 ppb 200 ppb 4 ppb 400 ppb
Eritrocitos 0.0040.00  0.33+050 0.30£0.48 0204042  0.00£0.00 0.10+0.32  0.17+0.39
micronucleados
Ncleos com 0.73+0.79  2.0042.29 2.30+1.70 2.00+2.98  1.00+1.00 1.00£1.94  0.58+151
brotamento
g%”ésttrrifso 0.0940.30  0.33+0.50 0.00£0.00 0.20+063  0.00+0.00 0.10+0.32  0.00+0.00
Constrigdo 0.18+0.60  0.22+0.44 0.00£0.00 0.30+0.48  0.11#0.33 0.2020.42  0.25+0.62
assimetrica
Eritrocitos 0.27+0.65 0.11+0.33 0.10£0.32 0504030  0.67+1.12 0.00+0.00  0.25+0.62
binucleados
Ndcleos 0.0940.30  0.11#0.33 0.00£0.00 0.80+1.03  0.22+0.67 0.30£0.48  0.08+0.29
reniformes
Nucleos 0.00£0.00 1.22+#1.39* 0.10+0.32 3.80+4.59* 0.22+0.44 0.00+0.00  0.00+0.00
multilobados

Eritrécitos com
nucleo deslocado
Nucleos entalhados 0.00+0.00 1.11+0.93* 0.30+0.48 1.20+1.40* 0.22+0.44 0.50+0.71* 0.08+0.29

*Indica diferenca significativa (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dun’s); ppb (parte por bilhdo), em relagdo ao grupo

0.27+£0.47 4.11+3.06* 4.80+1.23* 3.80+4.59* 1.22+1.48 0.70+1.89 1.25+2.14

controle.
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Figura 1. (A-K) Fotomicrografias representativas das anormalidades nucleares eritrocitarias
identificadas em P. expansa expostas a diferentes pesticidas. (L) Frequéncia total de

anormalidades nucleares eritrocitarias em P. expansa expostas ou ndo aos pesticidas glifosato,
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atrazina e fipronil em diferentes concentragdes. Em “L”, as barras indicam a média + erro padréo.
Letras mindsculas distintas indicam diferengas significativas entre os grupos experimentais. (H)
representa a frequéncia de anormalidade nucleares e (p) significancia. Gly: glifosato; Fip: fipronil

e Atra: atrazina.

N&o houve diferencas entre os tratamentos quanto aos parametros avaliados no ensaio cometa,
comprimento da cauda (H =9,925; p=0,1279), %DNA na cauda (H = 5,619; p = 0,4671), e 0 momento
da cauda de olive (H = 4,618; p = 0,5937) (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros avaliados no ensaio cometa em recém-eclodidos de Podocnemis expansa
expostos a diferentes agrotdxicos.

Média £ desvio padrao dos parametros do ensaio cometa

Tratamentos Concentraces
CcC MCO %DNA
Controle 0 ppb 20.06+3.71 3.35+1.16 21.1045.95
2 ppb 21.00£7.37 3.40+1.42 22.39+8.88
Atrazina
200 ppb 25.30£14.54 5.74+3.07 33.99+8.79
4 ppb 15.21+2.14 3.53+1.01 26.25+7.76
Fipronil
400 ppb 17.34+£3.99 4.24+1.23 32.66+8.83
65 ppb 19.35+3.73 4.06£1.58 29.35+£12.04
Glifosato
6500 ppb 16.03+5.06 3.13+£1.79 23.27+£12.35

Legenda: ppb (parte por bilhdo), CC (Comprimento da cauda), MCO (Momento da cauda de Olive) e %DNA (Porcentagem
de DNA na cauda). One-way ANOVA, seguido pelo teste Tukey, p < 0,05.

Os pardmetros de morfometria eritrocitaria apresentaram diferencas significativas entre os
grupos experimentais, houve alteracfes no tamanho do nucleo e na forma dos eritrécitos. Com excecéo
do Gly-65 os eritrocitos das P. expansa dos demais tratamentos expressaram menores areas
citoplasmatica (Figura 2A), bem como maior razdo “area nucleo: area eritrocito” (Figura 2B), quando
comparados aos animais do grupo controle. Além disso, houve (com excecdo do glifosato a 65 ppb)
uma reducdo na circularidade dos eritrocitos e de seus nucleos (Figura 2C-D), o que confirma
alteracfes na forma dessas células. Uma visdo representativa e comparativa entre os eritrécitos do
grupo controle e aqueles que apresentaram alteragdes no tamanho e forma podem ser observados nas
Figura 2E-F.
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Figura 2. (A-E) Medidas morfométricas dos eritrocitos de Podocnemis expansa expostas ou nao aos

diferentes pesticidas avaliados. (A) Area eritrocitaria, (B) razdo “area nuclear/area eritrocitaria”, (C-D)

circularidade aferida nos eritrocitos e nos nicleos, respectivamente. (E-F) Fotomicrografias representativas

dos eritrocitos de P. expansa nao alterados (E) e com alteragdes no tamanho e na forma (F). Em “A-D”, as

barras indicam a média + erro padréo. Letras minusculas distintas indicam diferencas significativas entre

0s grupos experimentais. Os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, com pds-teste de Dun’s,

a 5% de probabilidade. Gly: glifosato; Fip: fipronil e Atra: atrazina.
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4. DISCUSSAO

ALVAREZ-MOYA ET AL. (2014) ao estudarem a exposi¢do de linfocitos humanos e de
peixes a glifosato, observaram através de valores elevados do comprimento da cauda do cometa, a
acdo genotdxica desse herbicida, enquanto, SCHAUMBURG ET AL. (2016), notaram, durante a fase
embrionaria de Salvator merianae (Teil), aumento de dano genotoxico e mutagénico ao serem
expostos a concentracOes subletais do Glifosato - Roundup Originale.

CARVALHO ET AL. (2018) evidenciaram através do ensaio cometa, aumento significativo
de danos no DNA de Dendropsophus minutus (Pererequinha) expostos a doses baixas de glifosato, ja
RELYEA (2005) nao observou danos no DNA de Pseudacris crucifer (Perereca) expostas a doses
elevadas de glifosato - Roundup Original®. Os resultados encontrados pelos autores tornam criveis a
hip6tese de que a ndo deteccdo de danos pelo ensaio cometa no presente estudo decorra da intensidade
elevada de agravos ao DNA das células expostas a altas doses de agrotoxicos. Nesse caso, 0S
diminutos fragmentos do DNA se dispersam amplamente nas laminas, ndo sendo possivel visualizar o
formato de um cometa. Analises voltadas aos mecanismos de protecdo e/ou reparo do DNA nuclear
eritrocitario podem auxiliar na compreensao da auséncia de resposta genotoxica positiva (via ensaio
cometa) nos animais expostos aos agrotdxicos, independente das concentracdes testadas. Por outro
lado, a avaliacdo da exposicdo dos animais a outras concentracdes dos agrotoxicos podem ser Uteis
para testar a hipotese de que o efeito genotéxico nos Testudines seja intenso o suficiente para ndo ser
detectado.

Possivelmente outros agrotdxicos podem ter comportamento semelhante em diferentes
organismos. Embora no presente estudo ndo tenham sido detectados efeitos genotoxicos pelo ensaio
cometa (Tabela 2) nos espécimes submetidos aos agrotoxicos utilizados nos tratamentos (glifosato,
atrazina e fipronil), ponderando as observacdes de ALVAREZ-MOYA ET AL. (2014) E
SCHAUMBURG ET AL. (2016) , € possivel inferir que a auséncia de resultados positivos no atual
estudo para acdo genotoxica, decorra do fato da exposigcdo cronica aos agrotéxicos causar danos
elevados no DNA celular, culminando na morte das células danificadas e assim impossibilitando a
percepcao da fragmentacdo do material genético, implicando provavelmente em falso negativo. No
entanto para confirmar essa hipotese é mister a realizacdo de estudos especificos a questdo, os quais
diferentemente do atual estudo, que realizou apenas controles negativos, devem considerar a realizagao
tanto de controles negativos quanto de controles positivos, a fim de ter maior acuracia na interpretacédo
dos resultados obtidos através do ensaio cometa.

Apesar de ndo terem sido notados efeitos genotdxicos através do ensaio cometa, foram detectados nos

grupos Atra-2 e Gly-65, principalmente, eritrocitos com nucleos multilobulados, deslocados e
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entalhados, cujas frequéncias individuais foram significativas em relacdo ao controle. Essas alteracfes
estdo comumente associadas a processos carcinogénicos e a impactos negativos na reproducéo,
crescimento e sobrevivéncia dos individuos afetados. A somatéria das anormalidades nucleares
referentes as exposicdes ao glifosato evidenciaram os fortes potenciais mutagénicos deste herbicida.
Os processos bioldgicos em testudines podem ter sido afetados pela exposicao cronica, especialmente
ao glifosato e atrazina. Entretanto, pode-se inferir que a formacdo de micronucleos nos grupos
expostos ao glifosato, por exemplo, pode ter ocorrido predominantemente, no nivel funcional do
cinetécoro/fuso para induzir perda de cromossomos inteiros (aneuploidia), ja que o efeito clastogénico
dos tratamentos nao foi evidenciado pelo ensaio cometa.

O glifosato pode ter ocasionado disfuncédo na segregacdo cromossémica durante o processo de
divisdo celular dos eritrocitos, sendo o microndcleo constituido, por cromossomos que nao migraram
durante a anafase resultando em efeitos aneugénicos, conforme relatado por DEGEN ET AL. (1997).
Na ocasido, estes autores observaram que a maioria dos MNs formados eram cinetdcoro-positivos,
apontando para um efeito aneugénico da acratoxina. Certamente, uma analise minuciosa da regido
centromérica dos micronucleos identificados no presente estudo sera Gtil para confirmar essa hipétese
(PINTO ET AL., 2010; THIERENS & VRAL, 2009; TERRADAS ET AL., 2010).

O deslocamento anormal do ndcleo eritrocitario observado, especialmente nos individuos
expostos ao glifosato e a atrazina, reforca a acdo aneuploidogénica dos agrotoxicos. Tal alteracao,
embora pouco comum em réptil, j& foi relatada em estudos prévios envolvendo neonatos de P. expansa
expostos a nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs ZnO) (ARAUJO ET AL., 2019) e aves expostas a
efluente de curtume (SOUZA ET AL., 2017; SAMPAIO ET AL., 2019). E possivel que os danos
encontrados tenham ocorrido nas proteinas ou nos mecanismos que formam os microtdbulos,
microfilamentos e/ou filamentos intermediarios, cujos mecanismos de acdo dos agrotdxicos podem
estar relacionados a excessiva producdo de tipos reativos de oxigénio (ROS). A inducédo de estresse
oxidativo pela exposicdo ao glifosato e atrazina € bem documentada em diferentes modelos animais,
incluindo animais do grupo dos repteis, reforcando essa hipotese (2018; LAJMANOVICH ET AL.,
2019; HUSSAIN ET AL., 2019; BALIET AL., 2019; TURKMEN ET AL., 2019; BURELLAET AL.,
2019).

Outra evidéncia que reforga o efeito aneuploidogénico do glifosato e da atrazina refere-se a alta
frequéncia de nucleos eritrocitarios multilobulados (Figura 1J, Tabela 1). Conforme discutido por
SERRANO-GARCIA & MONTERO-MONTOYA (2001), agentes aneuploidogénicos sdo, por
definigéo, produtos quimicos que impedem a formacao ou que promovem alteracdes do aparelho do
fuso mitotico durante os processos de divisdo celular. Portanto, esses agentes podem ndo apenas gerar

cromatides inteiras que sdo deixadas de fora dos ndcleos, formando, por exemplo, os micronicleos,
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mas também a formacdo de células multinucleadas, como observado neste estudo (Figura 11, Tabela
1), nas quais cada nucleo conteria um namero diferente de cromossomos. Ja a presenca de ndcleos
entalhados, nucleos segmentados simetricamente e assimetricamente, eritrocitos binucleados, nucleos
reniformes e ndcleos com brotamento, representam diferentes precursores dos micronicleos ou
fendmenos binarios, conforme proposto por distintos autores (SERRANO-GARCIA & MONTERO-
MONTOYA, 2001; CROTT & FENECH, 2001; HARABAWY & MOSLEH, 2014; ALKALADI ET
AL., 2015).

Por outro lado, as alteracbes morfométricas observadas nos eritrocitos dos animais revelam que
0s agrotoxicos avaliados induziram alteragdes em processos que vao além daqueles envolvidos na
divisdo celular. A menor area dos eritrocitos e a maior razdo “area nuclear: area eritrocitaria” nas P.
expansa expostas aos agrotdxicos, com excecdo do grupo Gly-65 (Figura 1A-B), assim como a menor
circularidade dos eritrécitos e dos nacleos (Figura 1C-D, respectivamente) revelaram mudancas no
tamanho e na forma dos eritrocitos induzidas pelos agrotdxicos (sem concentracdo dose-resposta). Tais
alteracdes também podem estar relacionadas a inducgéo de estresse oxidativo pelos agrotdxicos, uma
vez que a excessiva producdo de ROS contribui diretamente para a ocorréncia de alteragdes na forma
e na viabilidade de eritrécitos (SIEMS & SOMMERBURG, 2000).

Diferentemente deste estudo, ARAUJO ET AL. (2019) evidenciaram o aumento das medidas
morfométricas eritrocitarias e menor relagdo “area nuclear: area eritrocitos” de recém-eclodidos de P.
expansa expostas intramuscularmente & NPs ZnO. Na ocasido, 0s autores sugeriram que 0 aumento da
producdo de ROS, induzido pelas NPs ZnO, pode ter incrementado a demanda de oxigénio, uma vez
que o metabolismo antioxidante requer alto gasto energético, e isso ter ativado mecanismos
compensatorios para atendimento de maior demanda de oxigénio refletido no aumento das medidas
eritrocitarias. Em outro estudo, JASPER ET AL. (2012) relataram aumento do volume corpuscular
médio (VCM) de eritrocitos de machos e fémeas de ratos submetidos a tratamento com Roundup® por
15 dias. Entretanto, no presente estudo, a oxidacdo das moléculas de hemoglobina induzida pelos
agrotoxicos pode ser uma possivel explicagdo para a diminui¢do da area eritrocitéaria, conforme
discutido por KWIATKOWSKA ET AL. (2014).

A literatura relata a acdo toxica dos agrotoxXicos em especies aquaticas e terrestres, todavia 0s
efeitos bioldgicos dessa toxicidade ainda sdo incognitos, 0s agravos inerentes a exposicdo de
organismos Vivos a agrotoxicos varia de alterac@es fisicas simples a morte (BUNEMANN ET AL.,
2005; DELORENZO ET AL., 2009; ULLA & ZORRIEHZAHRA, 2015; LUSHCHAK ET AL., 2018;
CHOUDHARY ET AL., 2018). Os répteis, especialmente os Testudines, sdo pouco estudados em
relacdo a acdo mutagénica, genotdxica e morfotdxica dos agrotdxicos sobre si, por isso os resultados

deste estudo sdo particularmente interessantes, pois ndo ha qualquer estudo que tenha associado tais
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mudancas a exposicdo de Testudines a quaisquer agrotoxicos. Conforme discutido por ARAUJO ET
AL. (2019), diferencas na morfometria eritrocitarias de répteis sdo, comumente, relacionadas a fatores
como especie (BONATTO ET AL. 2009; GALLO ET AL. 2015), idade (KOSTELECKA-MYRCHA
ET AL., 1997), sexo (NOWACZEWSKI & KONTECKA 2012), biomassa corpérea (KOSTELECKA.-
MYRCHA & CHOLOSTIAKOW-GROMEK 2001), e varia¢Oes sazonais (JANIGA ET AL., 2017);
mas ndo como consequéncia da exposicdo a agrotoxicos. Do ponto de vista fisioldgico, essas alteragdes
podem prejudicar o balangco/metabolismo energético, bem como a eficiéncia do transporte de oxigénio
pelos eritrocitos, podendo afetar o desenvolvimento de recém-eclodidos de P. expansa, com impactos
na vida adulta ainda desconhecidos.

Além disso, é questiondvel se a exposicdo in ovo aos agrotoxicos pode afetar o
desenvolvimento e crescimento dos Testudines, bem como causar efeitos negativos na vida adulta dos
animais. Portanto, neste estudo, além, de terem sido observadas alteracGes bioldgicas relevantes nos
animais, através do estudo da contaminacdo por glifosato, atrazina e fipronil de simula¢cfes de bancos
de areia, foram abertas possibilidades para novas pesquisas.

A contaminacgdo por agrotdxicos em corpos de agua doce, incluindo corregos, lagos e areas
alagadas, variaentre 1,4 a 7,6 mg ai./L (EDWARDS ET AL. 1980, MANN E BIDWELL 1999, GIESY
ET AL. 2000, SOLOMON E THOMPSON 2003 E THOMPSON ET AL. 2004), por este motivo,
estudos como este se fazem necessarios, a fim de verificar quais sdo 0s niveis maximos toleraveis de
contaminacdo dos corpos d"agua, que provavelmente ndo afetardo, geneticamente, a fauna e a

biodiversidade em regides de grande uso de agrotdxicos.

5. CONCLUSOES

Este estudo demonstra que mesmo em baixas concentracdes, permitidas pela legislacdo
ambiental brasileira, o glifosato, atrazina e fipronil induzem (via contaminagdo em substrato arenoso)
modificagbes sugestivas de morfotoxicidade eritrocitaria e efeito aneuploidogénico, sem efeito
genotoxico identificado pelo ensaio cometa. A auséncia de efeitos genotoxicos identificados pelo
ensaio cometa possivelmente é explicada pela longa exposicao aos agrotoxicos. Os longos periodos de
exposicdo podem elevar os danos genotdxicos, causando morte celular.

Assim como muitos outros, este estudo comprova a agdo danosa do glifosato, atrazina e fipronil
a biota, contudo, além destes, diversos pesticidas sdo prejudiciais, muitos dos gquais se tem pouco ou
nenhum conhecimento dos impactos lesivos ao meio ambiente, e a prépria vida humana, a longo prazo.
Desse modo ¢ desejavel e prudente a realizagédo de a¢Ges no sentido de instruir e sensibilizar os usuarios

desses produtos quanto aos riscos associados a eles, bem como o Governo brasileiro e as agéncias
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fiscalizadoras de meio ambiente e reguladoras de produtos quimicos, contrapondo 0s onos e bonos da
utilizacao de tais produtos, determinando assim o custo beneficio econdmico e ambiental. O primeiro
passo para isso é a realizacdo de estudos imparciais e a troca de informacfes entre pesquisadores,
governo, agricultores, industrias quimicas e populagdo. No entanto, € imperativo a linguagem técnico-
cientifica ser ajustada a realidade dos diversos atores envolvidos na questdo para dessa maneira haver
efetiva compreensdo da problematica.

Dentre os diveros tipos de estudos possiveis para entendimento da dindmica danosa, ou n&o,
dos agrotoxicos, os estudos toxicoldgicos séo alternativas relativamente baratas e eficazes, podendo
atraves deles inferir quais as dosagens maximas aceitaveis, dos distintos agrotéxicos, para a saude

ambiental, a sustentabilidade e a sallde humana.
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