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RESUMO

O tratamento de agua no Brasil sempre teve uma tem uma grande importancia, aumentando
gradativamente devido aos niveis de poluicdo estarem cada vez mais significativos, podendo
causar desequilibrios graves na biota. Para que se obtenha um tratamento da agua adequado, o
sistema foi dividido em vérias etapas, com o objetivo de desinfeccdo, clarificacdo e
purificacdo da agua. A etapa de cloracdo, que sera maior evidenciada no estudo, consiste em
utilizar produtos quimicos a base de cloro, com o objetivo de inativar 0s micro organismos
patogénicos existentes na &gua, porém a presenca de agrotdxicos, por exemplo, pode gerar
subprodutos de desinfec¢do quando em contato com o cloro. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a toxicidade dos subprodutos formados por cloracdo do agrotoxico fipronil utilizando
como organismo teste o zebrafish (Danio rerio), por meio da exposicdo desta espéecie a
diferentes concentragdes de fipronil, em testes agudos (140 horas) realizado em embrides do
peixe, e cronico (28 e 60 dias) realizado com peixes adultos. No ensaio agudo foram
utilizadas as seguintes concentracdes do agrotoxico: 10ppb (parte por bilhdo), 25ppb, 50ppb e
100ppb. Os parametros avaliados foram modificacbes e desenvolvimento anormal, utilizados
como indicadores de teratogénese. Nesse ensaio ndo foi observada toxicidade do agrotdxico
fipronil, visto que ndo foi observada a ocorréncia de nenhuma anomalia com diferenca
estatistica significativa. Durante o tratamento crénico as concentracGes utilizadas foram:
10ppb, 50ppb e 100ppb. Os animais adultos foram subdivididos entre 8 grupos contendo,
controle &gua pura e agua clorada TTO (tratamento), fipronil integro (TTO) 50ppb, fipronil
integro sem tratamento sTTO (sem tratamento) 50ppb, fipronil comercial clorado (TTO) nas
concentracdes 10ppb, 50ppb e 100ppb e fipronil comercial (STTO) 50ppb. No ensaio cronico
foram avaliados a massa corporal, histologia do figado, e a expressdo de grupos sulfidrilas dos
peixes adultos com o objetivo de analisar um possivel estresse oxidativo causado pelos
produtos clorados analisados. Nesse ensaio foi observado que os subprodutos clorados do
agrotoxico fipronil sdo mais toxicos ao animal testado comparado ao fipronil integro. A partir
das analises de massa corporal, analise morfoldgica macroscopica, andlise histologica e
analise de dosagem de sulfidrilas totais foi possivel evidenciar uma maior toxicidade dos
subprodutos clorados do agrotoxico fipronil no modelo animal estudado, porém sobre os
resultados demonstrado na analise de toxicidade aguda ndo foi evidenciado toxicidade dos

subprodutos clorados estudos.

Palavras chave: Inseticida. Histologia. Grupo sulfidrila. Teratogénese.



ABSTRACT

Water treatment in Brazil has always been of great importance, as pollution levels are
gradually increasing, which can cause serious imbalances in the biota. To achieve adequate
water treatment, the system has been divided into several stages, with the aim of disinfection,
clarification, and purification of the water. The chlorination stage, which will be highlighted
in this study, consists of using chlorine-based chemical products to inactivate pathogenic
microorganisms present in the water, but the presence of pesticides, for example, can generate
disinfection byproducts when in contact with chlorine. The objective of this work was to
evaluate the toxicity of the byproducts formed by chlorination of the pesticide fipronil using
the zebrafish (Danio rerio) as a test organism, through exposure of this species to different
concentrations of fipronil in acute (140 hours) and chronic (28 and 60 days) tests conducted
with fish embryos and adult fish, respectively. In the acute assay, the following pesticide
concentrations were used: 10ppb (parts per billion), 25ppb, 50ppb, and 100ppb. The
parameters evaluated were modifications and abnormal development, used as indicators of
teratogenesis. In this assay, no toxicity of the fipronil pesticide was observed, as no
statistically significant anomalies were observed. During the chronic treatment, the
concentrations used were: 10ppb, 50ppb, and 100ppb. The adult animals were subdivided into
8 groups containing pure water control and TTO chlorinated water treatment, intact fipronil
(TTO) 50ppb, intact fipronil without treatment (STTO) 50ppb, chlorinated commercial
fipronil (TTO) at concentrations of 10ppb, 50ppb, and 100ppb, and commercial fipronil
(STTO) 50ppb. In the chronic assay, body mass, liver histology, and the expression of
sulfhydryl groups in adult fish were evaluated to analyze a possible oxidative stress caused by
the analyzed chlorinated products. In this assay, it was observed that the chlorinated
byproducts of the fipronil pesticide are more toxic to the tested animal compared to intact
fipronil. From the analysis of body mass, macroscopic morphological analysis, histological
analysis, and analysis of total sulfhydryl levels, it was possible to demonstrate a greater
toxicity of the chlorinated byproducts of the fipronil pesticide in the animal model studied,

but no toxicity of the chlorinated byproducts was observed in the acute toxicity analysis.

.Keywords: Insecticide. Histology. SulpHydryl Group. Teratogenesis.
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1 INTRODUCAO
1.1 Impacto dos agrotdxicos no Brasil

A crise hidrica que ameaga a sobrevivéncia da populacdo mundial decorre de
diferentes processos e progressivas mudancas socioecondmicas, politicas e ambientais, tais
como alteracbes climaticas e no ciclo hidrologico; crescente demanda industrial, agricola e
doméstica; aumento de substancias quimicas utilizadas para tentar suprir a demanda prevista e
para obtencdo de lucros, e consequentemente deterioracdo da qualidade das 4aguas;
ineficiéncia de fiscalizacdo e desarticulacdo no gerenciamento dos recursos hidricos por
setores publicos e privados (TUNDISI, 2008). De acordo com a UNESCO, atualmente 20
paises estdo em situacdo de escassez cronica de agua potavel e estima-se que 25% da
populacdo mundial estard nessa situacdo critica em 2050. Embora 75% da superficie do
planeta seja coberta por agua, o volume de &gua doce corresponde a apenas 3%, dos quais
somente cerca de 0,3% encontra-se em mananciais superficiais, enquanto cerca de 30% esta
no subsolo e cerca de 70% em geleiras (AUGUSTO, et al., 2012).

Como foi ressaltado, a crise hidrica é uma realidade que deve ser levada em
consideracdo, principalmente visto o crescimento exponencial da populagéo no planeta. Ainda
assim, todo ano sao liberadas novas substancias que podem agravar ainda mais a situacéo,
poluindo os mananciais que sdo essenciais para a sobrevivéncia dos animais, incluindo o ser
humano. A presenca de microcontaminantes orgénicos no ambiente pode resultar em
desequilibrios graves na biota (AMERICO et al., 2012; BAQUERO; MARINEZ; CANTON,
2008; FARRE; KANTIANI; BARCELO, 2008; BILA; DEZOTTI, 2007). Essas substancias
podem atingir os sistemas de abastecimento publico contribuindo para o aumento do risco a
salide humana. Esses compostos sdo dificilmente removidos nos processos envolvidos no
tratamento da agua bruta e, quando degradados na etapa de desinfeccdo por cloracdo, podem
gerar subprodutos ainda mais toxicos.

Os lencois freaticos sdo a maior fonte de &gua doce no mundo (aproximadamente 97%
da agua disponivel na terra). Apesar da sua localizacao, a atividade antropogénica ameaca sua
qualidade quimica e a estabilidade de ecossistemas aquaticos uma vez que muitos
contaminantes podem atingir os aquiferos. Tal fato torna a poluicdo ambiental um dos temas
prioritarios em todo o mundo (REGALDO et al., 2018; JURADO; WALTHER; DIAZ-
CRUZ, 2019).
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No Brasil, os agrotoxicos merecem atencao especial com relacdo a sua presenga em
corpos d’adgua. A producdo de alimentos no pais tem se tornado cada vez mais importante
para o balanco comercial e, por isso, a produtividade elevada a qualquer custo tem nos
colocado como o maior consumidor de agrotdxicos do mundo, mesmo ndo possuindo a maior
area cultivada (ALBUQUERQUE et al., 2016; BOMBARDI, 2017). Além disso, o Brasil
continua permitindo a utilizacdo de principios ativos comprovadamente perigosos e ja
proibidos em paises desenvolvidos (IBAMA, 2014, 2016). Por serem comumente detectados
em agua, eles se tornaram alvo de avaliagdes em sistemas de desinfeccdo. Diferentes classes
de agrotéxicos como carbamatos, organoclorados, organofosforados, pirazdis, piretroides,
entre outras, ttm demonstrado de moderada a alta reatividade ao cloro livre e, portanto,
podem representar possiveis precursores de subprodutos de desinfec¢do (DPBs — em inglés:
desinfection by products) (CHAMBERLAIN et al., 2012).

As estacfes de tratamento de &gua sdo pontos criticos para a liberacdo de
micropoluentes organicos e materiais biol6gicos também conhecidos como contaminantes de
preocupacdo emergente (CECs). Embora os CECs quimicos sejam liberados na agua
superficial em concentragdes extremamente baixas (ng/L — pg/L), eles podem acumular no
ambiente aquético resultando em graves e imprevisiveis efeitos toxicos de carater cronico. O
tratamento empregado normalmente em tais estacfes para promover a desinfeccdo da agua € a
cloragdo. Tal processo ndo remove 0os CECs e pode levar ainda a formagdo de subprodutos de
degradacdo com maior potencial toxico e maior persisténcia no ambiente que o produto
original (CERRETA et al., 2019).

Os efeitos derivados da acdo de agrotdxicos e seus subprodutos podem ser diversos,
tais como reacdo direta com o DNA nuclear, incorporacdo no DNA durante a replicacdo
celular, interferéncia na divisdo celular mitdtica ou meidtica, decorrendo em divisGes
incorretas da célula (VEIGA, 1995; FERNADES, 2005).

Em trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa, 0 agrotoxico fipronil foi submetido a
cloracdo e 4 de seus subprodutos foram identificados por espectrometria de massas.
Considerando os resultados obtidos juntamente com o fato de ocorrer uma exposicao crénica
a estes subprodutos, foi idealizada para o presente trabalho a realizacdo de um ensaio cronico
para a avaliacdo da toxicidade dos subprodutos gerados a partir da etapa de desinfec¢do por
cloracéo.
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1.2 Mercado do Agronegécio Brasileiro

O atual conceito de agronegocio evoluiu e se firmou no Brasil a partir de outros
termos. Historicamente, 0 conceito de complexo rural foi utilizado para designar o
conjunto de atividades desenvolvidas nas fazendas coloniais, que produziam, além das
mercadorias agricolas para consumo interno e exportacdo, manufaturas, instrumentos simples
para producao, transporte e moradia. Apos a Il Guerra Mundial a agricultura brasileira entrou
num processo de transformagdes chamado de modernizacdo agricola (CORSO et al.,
2003).

A importéncia econdmica do mercado de agrotoxicos é evidente: de acordo com a
CEPEA/USP (Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada) apenas em 2022 o PIB
do agronegdcio cresceu 23,11% frente ao ano anterior, sendo que o setor agricola cresceu.
Esse crescimento abrupto do PIB do agronegécio, ndo apenas em 2022, se deve a expansao da
oferta e, por outro lado, ao intenso avangco dos precos agropecuarios reais resultado dos
aumentos expressivos na demanda, tanto externa quanto doméstica, e do alto patamar da taxa
de cambio (Cepea/USP).

De acordo com o Centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada (CEPEA),
orgdo vinculado a Universidade de Sdo Paulo (USP), o setor de agronegdcio brasileiro
corresponde por cerca de 21,2% do Produto Interno Bruto (PIB). A agricultura familiar é a
base da economia de 90% dos municipios da federacdo brasileira, com até 20 mil habitantes.
Além disso é responsavel pela renda de cerca de 40% da populagdo economicamente ativa do
Pais e por mais de 70% dos brasileiros ocupados no campo (CENSO AGROPECUARIO,
2017).

1.3 Regulamentacédo de agrotdxicos no Brasil

De acordo com a Portaria GM/MS N° 888, 4 de maio de 2021 — que altera 0 Anexo
XX da Portaria de Consolidacdo N° 5 do Ministério da Saude de 03 de outubro de 2017 —
estabelece procedimentos de controle e vigilancia da qualidade da &gua para consumo
humano, como também seu padrdo de potabilidade, incluindo os valores permitidos para
substancias quimicas que possam representar um risco a saude, como por exemplo 0s
agrotoxicos. Entretanto, o que se observa é que pouquissimos agrotoxicos tém seu Valor

Méaximo Permitido (VMP) estabelecido na Portaria, apenas 40 (entre metabdlitos e
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agrotoxicos) frente a 497 ingredientes ativos de agrotéxicos de uso permitido segundo a
ANVISA (2021).

A portaria Normativa n° 139, de 21 de dezembro de 1994, do Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), embasado no Decreto n°
98.816/90, classificou os agrotoxicos em circulagdo levando em consideracdo o seu potencial
de periculosidade ambiental (PPA), levando em consideracdo as seguintes variaveis:
bioacumulacdo, persisténcia, toxicidade a diversos organismos, potencial mutagénico,
carcinogeénico e teratogénico. Os agrotoxicos foram subdivididos entdo em classe I, 11, 11l e
IV, definidos como altamente perigoso, muito perigoso, perigoso, € pouco perigoso,
respectivamente (COMPENDIO, 1996).

Na portaria 03 de 16 de janeiro de 1992, refere-se a autorizacdo e renovacdo de
registros e extensdo de uso de agrotoxicos e afins no Brasil (DIARIO OFICIAL DA UNIAO,
1991). Essa portaria é responsavel pela classificacdo dos agrotoxicos em fungdo da sua
utilizacdo, levando em consideracdo, modo de acdo e potencial ecotoxicoldgico, tanto para o

homem como para 0s demais organismos Vvivos, eventualmente, expostos a esses produtos.

1.4 Modelo animal: zebrafish (Danio rerio)

Os peixes sdo o0s animais mais utilizados como bioindicadores em ensaio
ecotoxicoldgicos (AMERICO P., et. al. 2021). S8o considerados 6timos organismos-teste para o
monitoramento de ambientes aquaticos, devido as diferentes respostas as contaminacdes;
como mudancas na taxa de crescimento e na maturacdo sexual (RAMELOW et al.,1989;
SCHULZ; MARTINS-JUNIOR, 2001). O interesse sobre os efeitos provocados por
substancias toxicas na saude dos peixes tem aumentado, pois atividades agricolas geram
muitos residuos que, ao atingirem as bacias hidrogréficas, expfem estes animais a altas
concentracdes de substancias toxicas (PARMA DE CROUX et al., 2002). Os ensaios de
toxicidade com organismos de dgua doce tém como objetivo avaliar os possiveis impactos de
agentes fisicos, quimicos e biolégicos sobre as comunidades bioldgicas deste ambiente. Os
ensaios com peixes podem ter carater agudo (que tém na letalidade seu principal desfecho) e
cronico (que avaliam efeitos sobre as fungdes bioldgicas fundamentais) e podem também
estar associados a analise de comportamento e avaliacdo da toxicidade genetica (COSTA et
al., 2008).

O Danio rerio, conhecido como zebrafish é popularmente conhecido como paulistinha

pelos brasileiros. O zebrafish é um teledsteo tropical de dgua doce. Seu habitat natural é o sul
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da Asia, nas bacias dos rios Ganges e Brahmaputra, regido nordeste da India, Bangladesh,
Nepal e norte de Mianmar (SPENCE et al., 2006). Esta regido é caracterizada pelo clima
tropical, com estacdes secas e chuvosas bem definidas, podendo ter variagdes de temperatura,
que varia de 25 a 30°C, fatores climaticos que sdo importantes na adaptacdo e reproducao
desta especie. O zebrafish tem sido identificado em uma ampla variedade de tipos de habitat
nessa regido, incluindo diques de irrigacoes, plantacfes de arroz, lagoas feitas pelo homem,
cursos superiores de rios e até mesmo correntezas rapidas (MENON, 1999; DANIELS, 2002;
BHAT, 2003 apud LAWRENCE, 2007).

Em relacdo ao desenvolvimento do zebrafish, a fase juvenil é definida pelo periodo
entre a fase larval e adulta. Eles vivem de quatro a cinco anos, e iniciam sua maturidade
sexual aos noventa dias de vida, indicativo do inicio da fase adulta. As fémeas sdo maiores e
mais robustas que os machos (FIG. 1), o que facilita a sua identificacdo (DAMMSKI et al.,
2011).

Figura 1 - Dimorfismo sexual. A fémea (a direita) é maior e mais
robusta, enquanto o macho (a esquerda) é menor e mais delgado.
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Fonte: Agricultura SP, 2016

Esses peixes sdo animais onivoros, possuem um longo intestino com uma grande area
de absorcédo, ndo apresentando estdmago (ULLOA et al., 2011). Possuem uma dieta variada
de organismos vivos, como paramécios, rotiferos e artémias que nadam ativamente na agua,
proporcionando ao peixe um estimulo de caca ideal e também um alto teor de proteina
(DAMMSKI et al., 2001).

Os zebrafish sdo animais oviparos, ou seja, a fertilizacdo e o desenvolvimento sdo
externos. As fémeas desovam varias vezes durante o dia e ndo praticam cuidado parental,

visto que os ovos sao espalhados pela dgua, porém a reproducdo ocorre em pequenos grupos
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(BREDER; ROSEN, 1966 apud LAWRENCE, 2007). Sua maturidade sexual é atingida por
volta de 10-12 semanas de vida (SUWA; YAMASHITA, 2007 apud GODQY, 2021).

A utilizacdo do zebrafish como modelo animal experimental tem crescido
abruptamente para a pesquisa toxicoldgica, devido a algumas vantagens bioldgicas, como por
exemplo, homologia genética, anatbmica e fisiolégica aos mamiferos, ocorréncia de
fertilizacdo externa, elevado numero de progénies, transparéncia das larvas e répido
desenvolvimento facilitam as abordagens fenotipicas em larga escala (CORNET; DI
DONATO; TERRIENTE, 2018) e também por ser mais pratico, eficiente e barato que os
roedores (FIG. 3), possibilita a otimizacdo do tempo do experimento em meses, 0 que poderia
levar anos para ser realizado com modelos murinos. (ZORZETTO; GUIMARAES, 2013).

Figura 2 - Comparacdo do gasto de manutencao do modelo zebrafish com o modelo murinho
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Fonte: Zorzetto; Guimaraes, 2013

Em 2013, foi publicada na revista Nature, por Howe et al. (2013) a sequéncia do
genoma do zebrafish, revelando que esse peixe possui 12.719 genes em comum ao Ser
humano, ou seja, 70% dos genes humanos sdo encontrados no Danio rerio. Sendo assim é
possivel analisarmos o desenvolvimento de doencas genéticas, visando a cura dessas
patologias, como depressao, mal de Parkinson e esquizofrenia. Também foram analisadas
semelhancas em relacdo a morfologia e fisiologia desses peixes ao ser humano, como por
exemplo: fibras musculares, sistema esquelético complexo, sistema nervoso central, células
hematopoiéticas mdaltiplas (eritrécitos, linfocitos B e T etc.) e sistema cardiovascular
(LIESCHKE; CURRIE, 2007).

O figado do zebrafish é responsavel por multiplas fungdes metabolicas que sdo

semelhantes as dos mamiferos, onde podemos destacar, o processamento e armazenamento de
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nutrientes, sintese de enzimas e cofatores. Sua organizacao se da em 3 lobos contiguos, sendo
2 laterais e 1 ventral, posicionados no eixo dorso ventral, levemente na lateral do intestino e a
outros 6rgdos do sistema gastrointestinal (GOESSLING; SADLER, 2015). Diferente dos
mamiferos, os lobos do figado do zebrafish ndo possuem pediculo os separando-os (FIG. 2).
Os hepatdcitos estdo arranjados em forma de corddes, onde apresentam um padrdo de
organizagdo mais ou menos cilindrica, sendo encontrado pequenos ductos biliares
(GOESSLING; SADLER, 2015).

Figura 3 - Comparacédo da arquitetura hepética de zebrafish e de humanos. Anatomia celular e
arquitetura do figado em (A — dentro) corte histolégico figado de zebrafish adulto corado com
H&E e (B) humano.
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Fonte: Traduzido Goesslig e Sadler, 2015

1.5 Fipronil

O fipronil (FIG.4), (5-amino-I-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)pHenyl]-4-[ (I R,S)-
(trifluoromethyl)sulfinyl]-1 H-pyrazole- 3-carbonitrile), é um inseticida da classe dos
fenilpiraz6is de férmula molecular C12H4CI2F6N40S, massa molar 437,15 g/mol e
solubilidade em agua de aproximadamente 2,0 mg/L (20°C) (LILIA, 2003).
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Figura 4 - Formula estrutural do agrotédxico fipronil.
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Fonte: Lu et al., 2015

Em um estudo publicado por Albuquerque et al., (2016) este agrotoxico fipronilfoi
identificado como o0 segundo pesticida mais presente em termos de amostras positivas
analisadas com concentracBes acima dos limites de quantificagio do método analitico
empregado. Possui solubilidade em &gua de aproximadamente 2,0 mg/L (LILIA, 2003). O
fipronil apresenta amplo espectro de atividade e ¢ utilizado no controle de formigas, besouros,
baratas, pulgas, carrapatos, cupins, grilos-toupeira, minhocas e outros insetos no ambiente
rural e doméstico. Como insetos normalmente sensiveis aos carbamatos, organofosforados e
piretroides sdo sensiveis ao fipronil, ele se tornou um pesticida amplamente utilizado
(SANTOS, et al. 2023).

Seu mecanismo de acdo estd associado ao bloqueio ndo competitivo do receptor
GABA no sistema nervoso central. A seletividade do mesmo est4 vinculada ao fato de ele
apesentar menor afinidade pelo receptor GABA de mamiferos quando comparada a dos
receptores de insetos (HAINZL; COLE; CASIDA, 1998). Em relacdo a toxicidade do
composto integro, outras alteragdes observadas estdo associadas ao aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio que induzem danos no figado, rins, tiredide e cérebro (VERMA;
MEHTA; SRIVASTAVA,; 2007; EL-GENDRY et al.,, 2010). Sintomas vinculados a
toxicidade aguda (primariamente relacionados a alteracbes no receptor de GABA) e a
toxicidade cronica (primariamente vinculados a danos teciduais) sdéo amplamente discutidos
(DE OLIVEIRA et al., 2012; Kl et al., 2012; MOSSA et al., 2015; MONTEIRO et al., 2019).

Uma vez que o cloro é um potente oxidante quimico de matéria organica dissolvida e

contaminantes antropogénicos presentes em aguas naturais, a preocupacao com a formacao de
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tais moléculas também se tornou uma preocupacdo desde o inicio dos anos 70 (BELLAR,
LICHTENBERG; KRONER, 1974; ROOK, 1977; LOPER, 1980; KRZEMINSKI et al.,
2019). Dentre as centenas de subprodutos de degradacdo por cloracdo que ja foram
identificados, podemos perceber que aproximadamente 80% (em relacdo a frequéncia e
concentracdo) sdo representados por trihalometanos (THMs) e &cidos haloacéticos (AHAS)
(GRUNWALD et al., 2002).

Além dos esforcos empregados na identificacdo desses compostos gerados nos
processos de desinfeccdo, diversos estudos tém sido desenvolvidos para a avaliagdo de seu
potencial toxico. Nas ultimas décadas, varios estudos tém sugerido a alta probabilidade de
desenvolvimento de cancer de figado, bexiga, c6lon e reto na exposicdo a algumas dessas
substancias. Além disso, muitos ensaios biolégicos in vitro para a avaliacdo de
estrogenicidade, mutagenicidade, toxicidade aguda envolvendo DapHinia magna e Vibrio
dos mais diversos subprodutos clorados (KOMULAINEN, 2004; LEE et al., 2004; ABBAS et
al., 2015).

Muitos compostos apds o processo de cloracdo tém demostrado, em ensaios in vitro,
possuir maior potencial toéxico que seus precursores (ONODERA; HIROSE; ISHIKURA,;
1995; OLIVEIRA et al., 2010; EMIN, OZCAN, BEDUK, 2011; BOURGIN et al., 2013;
TAWK et al., 2015). O aumento da preocupacdo com 0s niveis desses compostos presentes
em agua converge com a crescente discussdo no que diz respeito as legislacdes para padrdes
de potabilizacdo em inimeros paises. Nos Estados Unidos, a USEPA estabeleceu que as
concessionarias devessem cumprir os niveis maximos dos THMs e AHAs em 80 e 60 pg/L,
respectivamente (U.S.EPA, 2010). Os padrdes de THMs estabelecidos em outros paises sao:
100 pg/L para o Reino Unido e Irlanda, 10 pg/L para Alemanha e 1 pg/L para Holanda. No
Brasil, a Portaria n° 2914, de 12 de dezembro de 2011, estabeleceu limites de 100 e 80 pg/L
para os THMs e AHAs (BRASIL, 2011).

Dados relacionados a degradacéo do fipronil por cloracdo incluindo a identificacdo por
espectroscopia de massas de alta resolugéo dos subprodutos formados e ensaios de toxicidade
aguda foram obtidos em um trabalho prévio com artigo aceito do nosso grupo de pesquisa
(FIG. 5).
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Figura 5 - Dados da analise por ESI-HRMS dos subprodutos formados pela cloracdo do
fipronil.

Composto Formula Molecular Massa Tempo ESI no modo negativo
monoisotdpica de
exata retencao
m/z m/z Erro DBE
tedrico  experimental (ppm)
Fipronil  C12H4ONA4CI2F6S 435,93870 7,72 434,93143  434,93109 -0,34 95
DBP-F1  C12H3ONA4CI3F6S 469,89973 8,01 468,89136  468,89218 0,82 95
DBP-F2  C12H302NA4CI3F6S 485,89465 7,67 484,88627 484,88714 087 95
DPB-F3  C11H403NA4CI3F3S 433,90218 7,12 432,89380 432,89444 0,64 95
DBP F4 C11H4ONB3CI2F3 320,96883 7,13 319,95998 319,96090 -0,31 95
DBP F5 C9H4N3CI2F3 280,97344 7,72 279,96506  279,96593 0,87 75
DBP F6 C7HANCI2F3 228,96729 7,87 227,95892  227,95949 0,57 45

Fonte: Barros, 2021

2 JUSTIFICATIVA

A disponibilidade hidrica para fins potaveis tem sido um dos principais pontos de
discussdo entre as comunidades cientificas e drgdos internacionais. Essa questdo encontra-se
atrelada a pequena quantidade de recursos hidricos disponiveis para fins potaveis, ao atual
panorama tecnoldgico e de custo no que diz respeito ao acesso e a tratabilidade da adgua e ao
acelerado processo de degradacao dos recursos naturais que nos levam a uma segunda grande
preocupacao: a qualidade da &gua (RAMOS, 2021).

Paradoxalmente, as fontes potenciais de abastecimento publico sdo utilizadas também
como receptoras de esgotos domésticos, efluentes industriais e hospitalares, residuos da
agricultura, entre outros. Associado a este cenario, o crescimento demografico acelerado, a
intensificacdo das atividades industriais e do agronegdcio e a falta de politicas publicas para a
mitigacdo dos impactos causados pela acdo antropogénica, tém causado um crescente
aumento dos niveis de contaminagdo dos mananciais por substancias quimicas danosas e/ou
potencialmente perigosas a salde humana e ao meio ambiente (SILVA, 2021).

As etapas envolvendo sistemas convencionais de tratamento de agua (pre-filtragéo,

coagulacao, floculagéo, decantacédo e desinfeccao) dificilmente garantem a remocao completa
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desses contaminantes organicos. Além disso, o processo de desinfec¢do por cloracdo pode
levar a formacdo de subprodutos que podem ser potencialmente mais téxicos e mais
persistentes no meio ambiente que o composto original. Dessa forma, a ampliacdo do
conhecimento na area pode auxiliar no desenvolvimento e adocdo de novas politicas de
protecdo e monitoramento da qualidade dos mananciais e da &gua tratada. Nas ultimas
décadas, muitos desses subprodutos tém sido identificados, embora poucos deles tenham sido
profundamente avaliados quanto ao potencial toxico (Richardson et al., 2007; Sharma, Zboril
e McDonald, 2014).

Assim, este projeto visa caracterizar as altera¢fes vinculadas a toxicidade crénica de
subprodutos de degradacdo formados por cloracdo do agrotoxico fipronil em modelo animal
zebrafish. Esta substancia apresenta indices significativos de identificagdo em corpos d’agua
superficiais brasileiros, além de mecanismo de acdo relevante no que diz respeito a

possibilidade de intoxicagdo em humanos.

3 OBJETIVOS

Avaliar a toxicidade aguda e crénica do agrotdxico fipronil e seus subprodutos de

degradacédo formados apds cloracdo no modelo animal zebrafish.

3.1 Objetivos especificos

» Manutencdo do biotério do modelo animal zebrafish no Laboratério de Toxicologia —
Escola de Farmécia /UFOP;

» Analise do agrotoxico fipronil juntamente com seus subprodutos expostos aos animais
controle e teste, para observagOes sobre a toxicidade aguda, crdnica e estresse

oxidativo.

» Processar os tecidos eutanasiados dos animais expostos para analise histolégica e

estresse oxidativo.

» Analisar estatisticamente as lesGes observados nos tecidos processados e discutir a
toxicidades cronica e aguda observada. Correlacionar os achados com demais dados

publicados na literatura sobre o agrotdxico em questao.



21

4 METODOLOGIA

O protocolo de experimentagdo aplicado foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais — CEUA/UFOP protocolo n® 5632111120, em 20/11/2020. Para tal, foram
utilizados 90 peixes da espécie Danio rerio (zebrafish), subdivididos em 8 grupos

experimentais.

4.1 Reagentes e solventes

Agua ultrapura (Milli-Q); Aqua Safe (Tetra); Azul de Metileno (Quimibrés, LTDA);
Bicarbonato de Sddio (Synth); Cloreto de Célcio Anidro (Dinamina); Cloreto de Potassio
(Dinamica); Fosfato Potassio Monobasico (Cinética quimica Ltda); Fosfato Potassio dibasico
(Carlo Ebra); Cloreto de sodio (Fmaia); Sulfeto de Magnésio (Reagen); Alcool absoluto (LS
Chemicals); Hipoclorito de sédio (); Fipronil 250FS (alta); Fipronil 97% (CHEM-IMPEX
INT'L INC); Dimetilsulfoxido (éxodo cientifica); Metanol (J. T. Backer); Teste de
quantifica¢do de amodnia, oxigénio e nitrito (Alcon), Tris (Sigma Aldrich), 5,5’ — dithiobis (2-
nitrobenzoic acid) (DNTB) (Sigma Aldrich), Trietanolamina (TEA), L-cisteina.

4.2 Preparo das solucGes de subprodutos do agrotoxico fipronil para exposicdo do
zebrafish

Solucdes estoque do agrotéxico padrdo (1 g/L de fipronil padrdo solubilizada em
DMSO) e formulacdo comercial (Fipronil alta; Alta — América Tecnologia Agricola LTDA;
pureza: 25,00% m/v; classificacdo toxicoldgica: categoria 4) foram preparadas em DMSO a
concentracédo de 0,01% e armazenadas em frascos ambar sob refrigeracdo a — 20 °C, a fim de
evitar uma possivel degradacdo. Para a etapa de cloracdo, as solucdes de agrotdxicos
empregadas foram preparadas de dois em dois dias. Para a formacdo dos subprodutos de
degradacéo por cloracdo, solucdes de 1g/L de fipronil padréo e 2,5g/L de fipronil comercial,
foram preparadas e adicionadas de hipoclorito de sédio (NaOCI) em uma relacdo de 3 mg de
cloro livre (OCI-1 « HOCI) para cada 1 mg de carbono disponivel na solugédo de agrotoxico,
conforme procedimento descrito por Kishida et al. (2010) por 60 min em agitacdo. Para
garantir a remocao do cloro residual, foi adicionada ao final da reacdo uma solucdo de
tiossulfato de sodio (Na2S203). Ensaios para o grupo controle negativo, ou seja, sem 0
contato entre o cloro livre e o agrotdxico, foram conduzidos por adi¢do do hipoclorito e de

tiossulfato em agua.
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Os animais foram divididos em 8 (oito) grupos experimentais com 10 animais cada, a

saber:

» Grupo | — Controle Negativo A (exposi¢do a agua pura);

» Grupo Il — Controle Negativo B (exposicdo a agua tratada da mesma maneira que as
solugdes Controle Positivo B e Testes 1 a 4);
Grupo 11 — Controle Positivo A (fipronil padrdo integro 50ppb);
Grupo IV — Controle Positivo B (fipronil padrdo degradado por cloracdo 50ppb);
Grupo V — Controle Positivo C (fipronil comercial integro 50ppb);

YV V V V

Grupo VI a XIlIl — Teste 1 a 3 (fipronil comercial degradado por cloragdo nas
concentragdes 10; 50; 100ppb).

4.3 Teste de toxicidade cronica em zebrafish

Peixes adultos da espécie zebrafish (n=90) adquiridos em loja de aquarismo, passaram
por um periodo de aclimatacdo de 14 dias antes do inicio dos ensaios. Finalizando este
periodo, foi iniciado o tratamento dos animais, subdivididos em 8 aquéarios/grupos com 2L de
agua aerada mecanicamente (proporcdo de 5 animais por litro de agua), filtrada
constantemente com filtro e termostatizada a 26+-1 °C por 28 e 60 dias. A cada dois dias,
50% da solucéo correspondente a cada grupo experimental foi trocada a fim de manté-la em
condicBes ideais para a manutencdo dos peixes e garantir uma condicdo semi-estatica da
concentracdo de subprodutos nos aquarios (ZHANG et al.,, 2018 com adaptacdes). A
iluminacdo da sala foi ajustada artificialmente em ciclos de claro:escuro 12h:12h e 0s peixes
foram alimentados 2 vezes ao dia com ragcdo composta por derivados de peixe, vitaminas e
minerais. Foram monitorados semanalmente os parametros de qualidade de agua: pH,
oxigenacdo, nitrito, nitrato e amonia, utilizando o kit adquirido em loja de quarismo e
produzido pela Labcon Test (FIG. 6). As concentracdes utilizadas para o ensaio crénico foram
determinadas a partir da DL50 e de concentragdes encontradas em corpos d’agua por

trabalhos descritos na literatura.
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Figura 6 - Escala de cores para determinacdo de Nitrito, Oxigénio Dissolvido e Amodnia
Toxica.
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Fonte: O autor, 2023

4.4 Eutanasia

Decorrido os periodos de exposi¢do (28 e 60 dias), 5 animais por grupo por periodo
foram eutanasiados por imersdo em banho de gelo por tempo superior a 10 min (FIG.7). Esta
técnica é aceita pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal)
e preconizada pelo NIH (National Institute of Health) e pela AVMA (Guidelines for the
Euthanasia of Animals). Posteriormente, foram coletados o figado, intestino, madsculo,

coragdo e guelra para a realizacdo de anélises histoldgicas.
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Figura 7 - Processo de eutanasia no zebrafish

Fonte: O autor, 2022

4.5 Anélise histologica

Os segmentos de tecidos biopsiados foram fixados em formol tamponado e
posteriormente processados e incluidos em parafina. Para a analise histoldgica, secces de
4um foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) e examinadas ao microscopio. Diferentes
pardmetros foram avaliados qualitativamente. Entre eles: presenga/auséncia de atipias
celulares, inflamacdo, necrose, atipias estruturais e hiperplasia de nédulos linféides. Para
digitalizacdo das imagens foi utilizado o microscopio Leica DM5000B com camera acoplada,

por meio do programa Leica Application Suite (versdo 2.4.0 R1, Leica Microsystems).

4.6 Analise dos niveis dos grupos sulfidrilas

Foi realizada a andlise dos grupos sulfidrilas (SH) nas amostras coletadas de figado do
modelo animal zebrafish, que engloba todos os grupos tidis encontrados no organismo,
principalmente como compostos de baixo peso molecular como a cisteina e proteinas como a
albumina (MARINHO et al., 2014). Os ti6is reagem lentamente com os radicais livres,
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enquanto a albumina apresenta alto potencial de oxidacdo, sua quantificacdo revela o nivel
antioxidante do tecido (MUSUMECI et al., 2013; MARINHO et al., 2014).

O método para determinacdo dos grupos — SH utilizado no qual 5,5’-ditio-2
nitrobenzoato (DNTB) é usado para reagir com 0s grupos -SH para produzir uma substancia
amarela com uma absorbéancia maxima de 412 nm. Esse método é muito utilizado devido sua
simplicidade, rapido e direto. Para a realizacdo do método foi utilizado o protocolo
estabelecido pelo laboratério LABNEX - ENUT, com algumas alteracGes: foram preparadas 4
solugdes para realizacdo do procedimento, solucdo Tris-HCL 0,2M (pH=8,2), solucdo de
DNTB a 0,01M, solugdo de TEA a 0,02M e solucdo inicial de L-cisteina (solucdo estoque
utilizada para a curva) & 20000uM/L

Para cada amostra, foi realizado um pool contendo 3 amostras de figado provenientes
de 3 animais diferentes do mesmo grupo amostrado, adicionaram-se 400 puL de metanol, 75
pL de Tris-HCI pH 8,2, 25 uL de DTNB e 20 pL de amostra (ou da série de padr@es). Foi
centrifugado a 13000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente. As absorbéancias das
amostras foram determinadas em 412 nm, a 25°C. Nesta dosagem sdo feitos dois brancos, o
branco 1 que contém todos 0s reagentes menos a amostra e 0 branco 2 que ndo contém
amostra e DTNB. O branco 2 é utilizado para acertar o aparelho. E as absorbancias obtidas de
todas as amostras sdo diminuidas da absorbancia obtida para o branco 1.

A construcdo da curva padrao de cisteina foi realizada com as seguintes concentragdes
milimolares: 5000, 2500, 1250, 625, 312,5, 156,25, 78,125. Amostras de 50 uL de cada
solucdo de cisteina foram incubadas com 50 uL de solucdo de TEA. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro UV/VIS, com um comprimento de onda de 407 nm.

Para realizacdo dos célculos foi plotado um grafico expressando Concentracdo do
padrdo (Eixo Y) X Absorbancia do padrdo (Eixo X). Apos analise de regressao linear da
curva padrdo obteve-se a equacdo da reta (Concentracdo = a*Absorbancia + b) que foi
utilizada para determinar a concentracdo de sulfidrilas totais e de sulfidrilas livres. A
concentracdo dos radicais sulfidrilas ligadas as proteinas foi calculada pela diferenca entre

sulfidrilas totais e sulfidrilas livres. Todas as concentra¢des foram expressas em pumol/L.
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4.7 Anédlise toxicidade aguda em embrides

Para analise da toxicidade aguda em embrides de zebrafish foram utilizados 10
animais adultos igualmente distribuidos entre machos e fémeas, os quais foram mantidos em
um aquario com capacidade para 3,5L de agua, apdés sua distribuicdo, foi realizado a
fecundacdo controlada e posteriormente coletados os embrifes para o ensaio de toxicidade
aguda. O protocolo utilizado para a avaliagdo da toxicidade foi o OECD N° 236/2013 com
algumas adaptacoes

Para a obtencdo dos embrides a serem utilizados no ensaio agudo, os animais adultos
foram separados por género, onde continha a mesma proporgdo entre machos e fémeas,
contabilizando 5 machos e 5 fémeas, durante o periodo noturno, utilizando uma placa acrilica
com pequenas fissuras que permitia a troca de agua contendo os feroménios que estimulam o
acasalamento. Na parte inferior do aquario, foi colocada uma outra placa de acrilico, com o
objetivo de separar os peixes adultos dos évulos que seriam liberados pelas fémeas. Na manhd
do dia seguinte, antes da sala ativar o sistema de iluminacdo, foi retirada a placa de acrilico
permitindo o acasalamento.

Apds o acasalamento, os ovos foram mantidos em placas de petri por 24h, onde apds
esse tempo foi realizada uma triagem para a exclusdo dos possiveis 6vulos ndo fertilizados.
Esses dvulos foram mantidos nas placas de petri em uma solugdo egg water (0.137 mM NacCl,
5.4 mM KCI, 0.25 mM Na2HPO4, 0.44 mM KH2P0O4, 1.3 mM CaCl2, 1.0 mM MgS0O4, 4.2
mM NaHCO3, H20, azul de metileno 1%), a qual permite a manutengdo dos embrides, e
mantidos em uma estufa Thermo Scientific a 26°C. Apds esse periodo de 24h, os embrides
viaveis foram transferidos para as placas de ELISA de 96 poc¢os, como ilustrados na figura 8,
onde foram expostos as solucGes de tratamento e controle, nas concentracdes demonstradas na
tabela 2. Em funcdo da baixa solubilidade do fipronil a solucdo estoque foi preparada em
DMSO 0,1%, sendo assim foi necessario estabelecer um controle solvente. Além disso, 0

experimento contou também com um controle negativo contendo egg water (OECD,2013).
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Figura 8 - Delineamento do experimento para analise dos embrides de zebrafish sobre
exposicdo as solucgdes testes e controles.
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z 2 = > egg water durante 24 horas OOOO
Coletar os ovos
recém fecundados Dascastar.os e ;
fertilizados inviavéis Utilizar 20 pocos para

cada concentracdo e 4
pocos para controle
negativo

Fonte: OECD, 2013

Para a exposicdo dos embribes as solucbGes preparadas, 0s embrides viaveis,
fecundados, foram transferidos para placas de ELISA com o auxilio da pipeta de pasteur, cada
borda da placa de ELISA continha agua destilada onde cada pog¢o continha apenas 1 embrido.
As solucgBes de controle e tratamento foram trocadas 50% diariamente, com o auxilio da
pipeta pasteur, sobre o objetivo de se manter uma concentragdo semi estatica em contato com
os embrides (OECD, 2013).

A analise da toxicidade aguda se desenvolveu com base na observacao por alteracfes
no desenvolvimento dos embribes do zebrafish, com base no protocolo estabelecido pela
OCDE n°236, com algumas altera¢des incluidas pelo autor. Foram avaliados alguns efeitos
teratogénicos como: coagulacdo (Coag), presenca de edema no saco vitelino (Esv), ndo
formacdo de somito (Nsom), ndo deslocamento da cauda (Ncal), auséncia de batimento
cardiaco (Abc), ma formacdo dos olhos (Folhos), auséncia de pigmentacdo (Apig) e eclosao
Ecl) e desenvolvimento normal (Dnor). Foram avaliados diariamente 10 grupos com 20
embrides, nos tempos de: 48 horas pos exposicao (hpe), 72hpe, 96hpe e 144hpe (figura 9)



Tabela 1 - Solugdes utilizadas no ensaio aguda para embrides de Zebrafish

Solucdes Concentracoes
Controle Negativo Agua Pura
Controle Positivo Agua com TTO

Fipronil Integro 50 ppb sem TTO

Fipronil Integro 50 ppb TTO
Fipronil Comercial 10 ppb TTO
Fipronil Comercial 25ppb TTO
Fipronil Comercial 50 ppb sem TTO
Fipronil Comercial 50 ppb TTO
Fipronil Comercial 100 ppb sem TTO
Fipronil Comercial 100 ppb TTO

Fonte: O autor, 2022
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Foram avaliados oito grupos para as diferentes concentracfes de firponil comercial e

integro, um grupo para o controle do solvente, e um grupo para o controle negativo, conforme

0s parametros apresentados no Figura 9.

Figura 9 - Organizacdo dos grupos expostos as solugdes de controle e teste

PLACA1
1 ; 2 4 5 6 7 8 9 10 1 | 12 |13

Al H H20 H20 H20 H20 | H20 H20 H20 H20 H20 H20 | H20 | H20
B H20 F.1.50ppb | F.I.50 ppb | F.I.50 ppb | F.I1.50 ppb | H20 | F-1-50ppb | F.1.50ppb | F.I.50ppb | F.I. 50 ppb CN | H20
c| H20 | F150ppb | F.L50ppb | F.L50ppb | F.L50ppb | H2o | F'-50PPb | F1.50ppb | F.1.50ppb | F.I50 ppb CN | H20
D| H20 |FI50ppb | F1.50ppb | F.I.50 ppb | "' o0pob [FEIS50ppa L 50/ pph CN | H20
E| H2 |F.150ppb| F.1.50ppb | F.I 50 ppb hzg | F'-50ppb | F.1.50ppb | F.I. 50 ppb CN | H20
F| H20 |F.150ppb| F.1.50ppb | F.I.50ppb o kel | RLEEpn | Ll H20
G| H20 | F150ppb | F.1.50ppb | F.I50 ppb o [ EERUE Rl H20

H20 H20 H20 H20 H20 | H20 H20 H20 H20 H20 H20 | H20 | H20

PLACA 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1| 12 [

A | H20 H20 H20 H20 H20 | H20 | H20 H20 H20 H20 H20 | H20 |H20
B| H20 | F.C.10ppb | F.C.10ppb | F.C.10ppb | F.C.10ppb | H20 | F.C.25ppb | F.C.25ppb | F.C.25ppb | F.C.25ppb CN | H20
© H20 F.C. 10 ppb | F.C.10ppb | F.C. 10 ppb | F.C. 10 ppb | H20 | F.C.25ppb | F.C. 25ppb | F.C. 25 ppb F.C. 25 ppb CN | H20
D H20 F.C. 10 ppb | F.C. 10 ppb | F.C. 10 ppb H20 | F.C.25ppb | F.C. 25 ppb | F.C. 25 ppb CN | H20
E| H2 | F.c 10ppp [F.C.10ppd | F.C.10ppb H2o | F.c. 25 ppb [ F.C.25ppb | F.C. 25 ppb CN [H20
F| Heo | Fc.10ppb [F.C.20ppb | F.C.10ppd H20 | F.C.25ppb [ F.C.25ppb | F.C.25 ppb H20
G| H2 |Fc.10ppb |[F.C.10ppb]| F.C.120ppb H20 | F.C.25ppb [ F.C.25ppb | F.C.25 ppb H20
H | H20 H20 H20 H20 H20 | H20 | H20 H20 H20 H20 H20 | H20 |H20
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PLACA 3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 | 12 |1

Al H20 H20 H20 H20 H20 | H20 | H20 H20 H20 H20 H20 | H20 | H20
B| H20 | F.C.50ppb | F.C.50ppb | F.C.50 ppb | F.C.50 ppb | H20 | F.C. 50 ppb | F.C. 50 ppb | F.C.50ppb | F.C.50 ppb CN |H20
c| H2o [ Fc.50ppb [F.C.50ppb | F.c.50ppb [ F.C.50 ppb | H20 [ F.c.50 ppb | F.C.50ppb | F.C.50ppb | F.C.50 ppb CN |H20
D| H20 F.C.50 ppb | F.C. 50 ppb | F.C. 50 ppb H20 | F.C.50 ppb | F.C.50 ppb | F.C. 50 ppb CN | H20
E| H20 [ Fc.50ppb |F.C.50ppb | F.C.50ppb H20 | F.c.50 ppb [ F.C.50 ppb [ F.C. 50 ppb CN [H20
F| H20 | F.c.50ppb |[F.c.50ppb | F.C.50 ppb H20 | F.c.50 ppb [ F.C.50 ppb [ F.C. 50 ppb H20
G| Heo | Fc.s0ppb [F.Cc.50ppb | F.C.50 ppd H20 [ F.c.50 ppb [ F.C.50 ppb [ F.C. 50 ppb H20
H| H20 H20 H20 H20 H20 | H20 | H20 H20 H20 H20 H20 | H20 | H20

PLACA 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 [ 12 | 13
Al H20 H20 H20 H20 H20 | H20| H20 H20 H20 H20 H20 | H20 | H20
B| H20 |F.C.100ppb | F.C.100ppb | F.C.100ppb | F.C. 100ppb | H20| F.C 100ppb | F.C 100ppb | F.C 100ppb | F.C 100ppb CN | Heo
C| H20 |F.C.100pph | F.C.100ppb | F.C.100ppb | F.C.100ppb | H20 | FC100PRD | F.C100ppb | F.C 100D | £ ¢ 100pp, CN | H20
D| H20 |F.C.100ppb | F.C.100ppb | F.C.100ppb | -G 100nphRE. C 100ppRIF. € 100pph CN | H20
E| H20 |F.C.100ppb | F.C.100ppb | F.C.100ppb | -G 100nphSE. C100pphRIE. € 1 00pph CN | H20
F| H20 |F.C. 100ppb | F.C.100ppb | F.C.100ppb | -C 100ppb | E.C 100pphi | E.C 100pph H20
G| H20 |F.C.100ppb | F.C.100ppb | F.C.100ppb fizg| F-C 100ppb | F.C100ppb | F.C 100ppb H20
H20 H20 H20 H20 H20 | H20| H20 H20 H20 H20 H20 | H20 | H20
PLACA5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 | 12 13

Al H20 H20 H20 H20 H20 | H20 H20 H20 H20 H20 H20 | H20 | H20
B| H20 H20c H20c H20c H20c CN | Heo
c| Ho H20c H20c H20c H20c CN | He0
D| H20 H20c H20c H20c CN | He0
E| H20 H20c H20c H20c CN | H20
Fl  H20 H20c H20c H20c H20
G| H20 H20c H20c H20c H20
H20 H20 H20 H20 H20 | H20 H20 H20 H20 H20 H20 | H20 | H20




30

PLACA 6
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
A H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 | H20 | H20
B H20 H20 H20 H20 H20 H20
C H20 H20 H20 H20 H20 H20
D H20 H20 H20 H20 H20
E H20 H20 H20 H20 H20
F H20 H20 H20 H20 H20
G H20 H20 H20 H20 H20
H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 | H20 | H20
Fonte: O autor, 2023
Legenda:

F.C.: Fipronil Comercial,

F.l.: Fipronil integro;
H20c: Agua Clorada;

H20: Agua Pura;
F.C.: Fipronil Comercial,

F.I: Fipronil integro.

Sem TTO:
Com TTO:
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4.8 Fotodocumentacéo do ensaio cronico

Visto que a maior parte do corpo dos peixes € formada por tecido muscular (Bone Q.
et.al, 1978) e uma vez que o ambiente aquéatico se apresenta mais denso que o terrestre, 0S
peixes necessitam de maior forca para se deslocarem em situagfes como caca ou fuga de
predadores. Sendo assim, uma caracteristica de sobrevivéncia para esses animais em seu
habitat. Visto isso, uma possivel perda de massa muscular visivel pode ser um indicador

agravante ndo apenas de toxicidade, mas de mortalidade desses animais.

Durante o experimento foi realizada a fotodocumentacéo dos peixes adultos que foram
expostos as solucbes controle e teste. A partir dos dados coletados foi realizada uma anélise
qualitativa com o objetivo de investigar a toxicidade dos subsprodutos gerados apés cloracao
sobre o desenvolvimento morfoldgico do zebrafish, onde apo6s analise das fotos registradas,
foi possivel identificar alteracdes visiveis nos peixes expostos, principalmente, as
concentracdes de fipronil padrdo integro 50ppb e fipronil comercial clorado 50ppb e 100ppb,

demonstradas na Tabela 15.

A maioria dos estudos de qualidade ambiental usados com o objetivo de analiar
alteracdes morfoldgicas em organismos adotam como parametro de analise, alteracdes

anatdmicas, visto que essas alteragdes se encontram presentes em situacao de estresse.

4.9 Andlise Estatistica

Para analise das laminas coletadas ap6s os cortes histolégicos de figados provenientes
dos peixes adultos expostos as solucdes selecionadas, foi realizado a analise de variancia One-
Way ANOVA e complementada pelos pos Teste de Tukey, realizadas pelo Software GrafhPad
Prism 9, visto que sdo dados paramétricos. Para todas as andlises o valor de p <0,05 foi

considerado estaticamente significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Analise de massa corporal

O primeiro parametro avaliado foi a manutencdo de massa corporal. Foram
comparados os resultados obtidos entre os animais no periodo pos aclimatacdo (antes de
iniciar o tratamento), tratados com agua pura e com agua clorada com os resultados obtidos
para os animais tratados com fipronil padrdo (puro) e comercial (formula). Como pode ser
observado na figura 10, no periodo de 28 dias ap0s o tratamento, 0s animais pertencentes aos
grupos tratados com &gua pura e agua clorada ndo apresentaram diferenca estatistica em
relacdo aos animais no periodo pds aclimatacdo. Isso indica que os animais se encontravam
em fase adulta ja com estabilidade no crescimento.

Quando comparadas as massas corporais dos animais pertencentes ao grupo agua pura
(letra “b” na Figura 10) com o0s grupos tratados com fipronil integro 50ppb com e sem
cloragdo, podemos observar diferenca estatistica significativa (p<0,05) que indicam perda de
massa. Na comparagdo entre os grupos ap6s aclimatagdo e tratado com dgua clorada (letra “a”
na Figura 10) e os grupos tratados com fipronil padrdo, observa-se que apenas o grupo tratado
com a substancia clorada apresenta diminuicéo estatistica. Tal fato pode indicar uma maior
toxicidade dos subprodutos de cloracdo do agrotoxico fipronil em relacdo ao composto
integro.

Em relacdo a comparacgdo entre o grupo tratado com agua pura e 0s grupos tratados
com fipronil comercial (50ppb sem tratamento; 10, 50, 100ppb com tratamento), observamos
que todos os grupos com excecdo do grupo 50ppb com tratamento apresentaram diminuicao
estatisticamente significativa da massa corporal. Para a comparacdo com o grupo tratado com
agua clorada observamos que apenas o grupo tratado com fipronil padrdo 50ppb clorado
apresenta diminuicdo da massa corporal. Juntos tais resultados parecem indicar que, apesar de
o tratamento da agua com cloro ndo demonstrar reducdo significativa no peso dos animais, ele
tende a promover tal alteracéo.

Ainda sob o aspecto de reducdo da massa corporal, a comparagdo entre 0S grupos
tratados com fipronil (padrdo e comercial) ndo indica diferencas estatisticas significativas com
excecao do grupo fipronil comercial 50ppb com clora¢do quando comparado com os demais
grupos). Tal fato indica que provavelmente os excipientes utilizados na producdo da formula
comercial ndo sdo compostos ativos em termos de toxicidade e também ndo geram

subprodutos que possam interferir nesse aspecto da satde animal.
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Quando comparamos a massa corporal entre os grupos fipronil integro 50 ppb sobre o
grupo fipronil comercial clorado 50 ppb (letra “c”, Figura 10), apds 28 dias de exposic¢ao,
podemos observar que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre eles. Isso indica

que os subprodutos de cloracdo do fipronil possuem uma toxicidade equivalente.

Figura 10 - Avaliacdo da alteragdo de massa corporal entre os grupos tratados e ndo tratados
com diferentes solucGes de fipronil por periodo de 28 dias

0.06- | b
| T I ®
0.05- £33 Apds Aclimatagdo
5 E==  Agua purs
g 0.04+ == Agua clorada
g 0034 E —— Fipronil integro 50 ppb
8 EE 442 @ Fipronil integro Clorada 50 ppb
g 0.02- HHH Eﬁ gz Fipronil comercial 50 ppb
= H Eﬁ Fipronil comercial clorado 10 ppb
0.01- H Eﬁ oz Fipronil comereial clorado 50 ppb
L] - - -
0.00 B e ee  Fipronil comercial clorado 100 ppb

1
o 1 2 3 4 5 &8 ¥ 8

Grupos apos 28 dias de fratamento

Fonte: O autor, 2022

O restante dos animais pertencentes a cada grupo experimental (n=5) foi mantido sob
e mesmo esquema de tratamento e condi¢Oes ambientais descritas anteriormente por um
periodo total de 60 dias. Como dito anteriormente, as concentracdes selecionadas para
avaliacdo da exposicdo cronica do zebrafish aos produtos de cloragdo do fipronil foram
determinadas a partir de valores de CL50 descritos em diferentes espécies de peixes e nas
concentragdes ambientais ja encontradas em corpos d’agua localizados em regides diversas.
Apesar disso, todos os animais restantes nos grupos fipronil padrdo 50ppb com cloragdo e
fipronil comercial 100ppb com clora¢do morreram antes do término do periodo de exposicéo.
Tal fato reforca o potencial toxico de tais subprodutos apos exposi¢do crénica uma vez que 0s
animais pertencentes ao grupo fipronil padrdo 50ppb nédo tratado resistiram até o fim do
periodo de 60 dias.

Para os animais restantes, da mesma forma que para o tempo de 28 dias, foi construido
um gréfico para avaliagdo da manutencdo de massa corporal para os grupos de 60 dias pés
exposicao (Fig.11). Em relacdo & comparacéo entre os grupos pos aclimatacdo, 4gua pura e

agua clorada podemos observar que ndo houve alteracao estatistica significativa. Além disso,
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a tendéncia de reducdo da massa corporal observada no periodo de 28 dias (Figura 10 para 0
grupo tratado com &gua clorada ndo mais se mostra presente).

O grupo tratado com fipronil comercial 10ppb clorado ndo mais apresenta reducéo da
massa corporal qguando comparado com 0s grupos agua pura e agua clorada. 1sso pode indicar
uma reposta adaptativa dos animais a essa baixa concentracdo ambiental dos subprodutos de
cloracdo do fipronil. O mesmo ndo acontece para 0s grupos tratados com fipronil comercial na
concentracdo de 50ppb clorados e para o fipronil padrdao 50ppb ndo clorado. Como pode ser
observados o0s trés grupos apresentam reducdo significativa da massa corporal quando
comparados aos grupos controle negativo. Nesse tempo de 60 dias também ndo foram
observadas diferencas entre os grupos tratados com fipronil comercial clorado e ndo clorado
na concentracdo de 50ppb o que indica, junto com os demais dados que a toxicidade dos

subprodutos de cloracao do fipronil comercial demonstram relacdo dose-dependente.

Figura 11 - Avaliacdo da alteragdo de massa corporal entre os grupos tratados e ndo tratados
com diferentes solugdes de fipronil por periodo de 60 dias
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Fonte: O autor, 2022

Quando comparamos as massas corporais entre os grupos tratados por 28 e 60 dias
(FIG.12), notamos a manutencdo da massa entre os grupos controle negativos e no grupo
tratado com fipronil comercial sem clora¢do. Para o grupo tratado com 10 ppb ha uma
recuperacdo da massa e para os grupos fipronil padrdo sem cloragdo 50 ppb e comercial 50

ppb com cloracdo ha uma reducdo da massa ainda mais acentuada ao final de 60 dias.
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Figura 12 - Comparacdo da alteracdo de massa corporal entre os grupos tratados e nédo
tratados com diferentes solucdes de fipronil nos periodos de 28 e 60 dias
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Fonte: O autor, 2022

5.2 Analise Histoldgica

5.2.1 Analise histoldgica para presenca de nucleo picnético e esteatose hepatica entre os
grupos 28 dias pds exposicao e 60 dias pds exposicao

O figado é o primeiro 6rgdo exposto a substancias exogenas, recebendo 70% do
suprimento de sangue do intestino através da circulacdo entero-hepéatica da comunicacéo via
sistema porta (LAMBERTZ et al., 2017). Por esse motivo o figado € um 6rgdo fundamental
contra defesa de agentes estressores, como por exemplo 0s agrotdxicos, o que pode explicar a
estreita relacdo entre o influxo de endotoxinas e progressdo de doencgas hepaticas
(MOUZAKI; ALLARD, 2012). N&do esta claro até que ponto as alteracbes no figado
contribuem para alteracdes na mucosa do epitélio intestinal (SCHNABL; BRENNER, 2014).

Esteatose hepatica ou degeneracdo gordurosa do figado é a condicdo na qual ocorre
acumulo de triglicerideos dentro dos hepatocitos (ROBBINS; COTRAN, 2015). Esteatose
hepética é um termo que envolve desde a simples deposicdo de tecido adiposo no figado a um
progressivo processo de esteatose hepatica associado a hepatite, fibrose, cirrose e, em alguns
casos, carcinoma hepatocelular (Benedict M et.al, 2017).

A anélise da presenca de nucleo picnotico indica possivel apoptose celular, onde esse
¢ umDurante a apoptose ocorrem alteragdes que podem ser observadas no nucleo celular,
onde o0 nucleo torna-se picndtico e a cromatina se condensa nas porcdes adjacentes a
membrana celular, que levara ao colapso e posterior fragmentagdo. Simultaneamente, ocorre

formagédo de bolhas no citoplasma que separam a célula em fragmentos circundados por
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membrana, contendo partes do ndcleo e organelas intactas (corpos apoptoticos) (PATEL et al,
1995). O aumento do apoptose pode ser estimulado por véarios fatores, sendo um deles por
substancias quimica, como é o caso do presente estudo (PATEL et al, 2000).

Em relacdo aos grupos que foram eutanasiados apds 28 dpe (dias ap0s exposicdo),
quando comparamos o grupo “agua pura” com o grupo “fipronil comercial clorado 100ppb”
(@) podemos analisar que ha uma diferenca significativa (p<0,05) em relagdo a quantidade de
nucleo picndtico e esteatose hepatica, indicando que os subprodutos gerados apos a cloracéao
do fipronil levou a apoptose no tecido analisado, e uma maior prevaléncia de esteatose, sendo
um indicativo de intoxicacdo. Levando isso em consideragdo, a0 compararmos 0S grupos
controles ndo houve um aumento significativo (p < 0,05), sendo que a partir desse dado pode-
se afirmar que a toxicidade do processo de cloracdo nédo € significativa, validando assim 0s
resultados sobre 0s grupos expostos aos tratamentos nas diferentes concentracdes. Em relacdo
aos outros grupos em que houve uma diferenca significativa em relacdo ao grupo controle,
“agua pura”, os grupos “fipronil padrao clorado 50ppb”, “fipronil comercial integro 50ppb” e
fipronil comercial clorado 50ppb” obtiveram resultados significativos (p<0,01) quando
comparamos a quantidade contabilizada de nlcleos picnoticos e esteatose entre 0s grupos.

Em relagdo aos grupos eutanasiados apds 60 dpe, podemos observar que a escala varia
correspondente ao analisado nos grupos apos 28 dpe. Os grupos que se destacaram com maior
prevaléncia de nucleos picnoticos e esteatose hepética na analise de 28 dpe, morreram antes
da analise finalizar, indicando que ambas as solu¢bes sdo tdxicas ao animal exposto, na
auséncia desses dados, o grupo de maior destaque em relacdo a niveis de presenca de nucleo
picnotico e esteatose, foi o grupo “fipronil comercial clorado 50ppb”, onde foi analisado que
ha uma diferenca significativa em relacdo aos grupos controles, evidenciando uma possivel

toxicidade dos subprodutos clorados nessa concentracao (figuras 13 e 14).
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Figura 13 - Andlise histolégica para presenca de Esteatose entre os grupos 28 e 60 dpe
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Figura 14 - Andlise histologica para presenca de Nucleo Picnotico entre os grupos 28 e 60 dpe
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5.3 Analise de dosagem de sulfidrilas totais

Tem-se demonstrado que 0s niveis de grupos tidis também podem ser considerados
um biomarcador do estresse oxidativo (KADOTA et al., 1991; QUINLAN et al., 1994), uma
vez que estes grupos contribuem significativamente para a capacidade antioxidante da
glutationa (SELVAM; DEVARAJ, 1996) ao proteger os tecidos contra o0 estresse oxidativo
(SARMADI; ISMAIL, 2010). De acordo com, Harman, Mottley e Mason (1984), este grupo
tem um papel muito importante na protecdo de células e biomoléculas de estresse oxidativo.

No presente estudo, avaliamos 0s niveis séricos de radicais sulfidrilas totais.
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O conteudo de grupamento sulfidrila avaliado no presente estudo indica indiretamente,
o0 recrutamento do sistema de defesa antioxidante das glutationas para o tecido testado. A
figura 15, demonstra a exposi¢do as solucbes contendo o agrotoxico e seus subprodutos
clorados ndo alteraram de forma significativa o conteudo de tidis nos animais, com excecéo,
dos grupos fipronil padrdo com cloracdo 50ppb 28dpe e fipronil comercial integro 50 ppb
60dpe (letra “a”, figura 15), onde apresentaram um alto nivel de grupos sulfidrilas, indicando
um possivel efeito toxicoldgico derivado das solucdes levando a um estresse oxidativo.

Comparando os grupos fipronil comercial 10ppb com cloracdo 28dpe e 60dpe, é
possivel analisar que houve uma reducdo do potencial antioxidante mediado por mecanismo
ndo enzimatico, apesar do valor ndo ser significante, hd uma tendéncia nessa concentragéo,
onde quando a relacdo de massa corporal, € possivel observar uma possivel adaptacdo do
animal a solucdo, visto a recuperacdo de peso do mesmo quando comparamos as analises de
28dpe e 60dpe.

Além disso, é possivel observar um aumento significativo nos grupos “fipronil integro
clorado 50 ppb” e “fipronil comercial clorado 100ppb”, ja nos grupos coletados de 28dpe,
quando comparados aos padroes de agua pura ¢ agua clorada (letra “b”, figura 15) que as
amostras continham um alto nivel de grupos sulfidrilas, evidenciando e reforcando a
toxicidade do fipronil em ambas as concentragdes, visto que 0s animais expostos as
concentrages mencionadas néo sobreviveram ao final do estudo (Letra “c”, figura 15).

Apds analise sobre os grupos tratados de 60dpe com o0s grupos de 28dpe € possivel
observar uma diferenga estatistica sobre o grupo “fipronil comercial clorado 10ppb 28dpe”
quando comparado ao grupo “fipronil comercial clorado 10ppb 60dpe”, onde o grupo de
60dpe houve uma maior prevaléncia de grupamentos sulfidrilas, indicando que mesmo que foi
observado a reducdo do potencial antioxidante mediado pela mecanismo enzimaético, a
exposicdo crénica aos subprodutos de cloracdo do agrotéxico fipronil causou um possivel
estresse oxidativo. Sendo assim essa concentracdo podendo ja ser um nivel toxico ao animal
quando este é exposto a longo prazo, como foi realizado no ensaio crénico. Esse apontamento

se reforga visto que os grupos controles se mantiveram estaveis (letra “d”, figura 15).
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Figura 15 - Efeito das diferentes solugfes sobre a concentracdo de grupamentos sulfidrilas no
figado do zebrafish apds 28 e 60 dias de exposicdo
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Fonte: O autor, 2022

5.4 Analise morfoldgica macroscépia

A partir das imagens coletadas € possivel observar que 0s grupos expostos as solucdes
cloradas de fipronil padrdo e comercial a 50ppb e 100ppb respectivamente, no tratamento com
28dpe foram os mais afetados morfologicamente, evidenciando a intoxicacdo pelos
subprodutos clorados. Em relacdo a andlise de 60dpe podemos observar uma diferenca
morfoldgica visivel em relacdo ao grupo que foi exposto a solucdo clorada de fipronil
comercial 50ppb em relacdo aos demais grupos trabalhados, indicando intoxicacdo crénica
relacionada ao tempo de exposicado aos subprodutos clorados.

Comparando os grupos controle com os grupos de tratamento, podemos observar
uma diferenca morfoldgica visivel, e essa afirmacdo é reforcada pelos dados coletados de
massa corporal, onde conseguimos analisar que as massas corporais dos grupos controle ndo
tiveram alteracdes significativas, porém em relacdo aos grupos com tratamento, salvo o grupo
com fipronil comercial 10ppb, houve uma reducdo da massa corporal.

Para os grupos fipronil integro sem cloragdo 50ppb e comercial 50ppb com
cloracéo foi possivel analisar uma reducdo de massa acentuada quando comparamos 0s dados
de 28dpe e 60dpe, e esses dados sdo possiveis analisar nas fotos coletadas, onde os peixes
apresentaram uma reducdo de tamanho e visivelmente a morfologia dos peixes expostos a
essas concentragcbes estdo mais semelhantes & uma possivel intoxicacdo, onde estes

apresentaram um aspecto de perda de gordura significativa.
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Figura 16: Fotodocumentacdo dos peixes adultos expostos as solucbes de fipronil padréo e
integro; a) agua pura, b) agua clorada; c¢) fipronil padréo integro 50ppb; d) fipronil padréo
clorado 50ppb; e) fipronil comercial integro 50ppb; f) fipronil comercial clorado 10ppb; g)
fipronil comercial clorado 50ppb; h) fipronil comercial clorado 100ppb.
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Fonte: Autor, 2021.

5.5 Analise toxicidade aguda em embribes

A analise realizada para avaliacdo da toxicidade aguda em embribes se baseia na
observacdo sobre alteracdes no desenvolvimento morfolégico dos embrides do peixe,
zebrafish. Onde os pardmetros utilizados para analise foram: edema; coagulacdo; auséncia de
formacdo de somito; ndo deslocamento da cauda; auséncia de batimento cardiaco; ma

formacdo dos olhos; auséncia de pigmentacdo; desenvolvimento normal/vivo; morte e

eclosdo.

Para validacdo do método utilizado, foi seguido pardmetros estabelecidos pela OECD
236 de 2013: 90% de ovos viaveis coletados (foram coletados 300 ovos e contabilizados 270

0VO0S Viaveis para o inicio do ensaio), controle negativo com 100% de sobrevivéncia ao final
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dos tetes e 100% de eclosdo ao final de 96hpf (horas pos fecundacéo), como demonstrado na
tabela 2.

Apos as analises ndo foi observada a presenca de lesdes, salvo o grupo “Fipronil Integro
50 ppb sem tratamento” (figura 17, letra “e” e “f’), onde foi observada auséncia de
pigmentacdo até 72hpf, e presenca de edema no saco vitelino em um embrido do grupo
analisado. Apesar do edema observado, ndo foi contabilizada morte do embrido apos as
144hpf. O edema tem sido uma caracteristica muito observada nos testes de toxicidade com
Danio rerio (TESOLIN et al., 2014). Caracterizado por um acumulo anormal de liquido no
tecido e pode vir a ocorrer em 6rgaos especificos ou sobre qualquer parte do corpo do animal.
O edema pericardio deve-se a disfuncdo cardiaca, funcionando como indicador de disfuncao
osmotica ou metabolica, frequentemente associada a extravasamento dos vasos endoteliais ou
deve-se a uma disfuncédo renal, pois o sistema de regulacédo depende do envolvimento renal
(CAVALCANTE, 2017).

Em relacdo a um embrido saudavel, é possivel observar a presenca de somitos bem
desenvolvidos (Figura 17, letra “a’), além disso, pode-Se observar movimentos espontaneos
(contragcbes lado a lado), que irdo indicar a formacdo dos somitos e por conseguinte

considerando o seu desenvolvimento normal apds 24hpf.

A auséncia de identificacdo de lesdes, reflete a auséncia de toxicidade do agrotéxico no
ensaio agudo em questdo. Porém, outros trabalhos fipronil demonstraram toxicidade
significativa do agrotoxico fipronil em ensaios agudos. Stark et al. (2005) testaram o efeito do
fipronil para a espécie DapHnia pulex e registraram o valor de CL50 — 96h de 0,016 mg.L-1,
Schlenk et. Al. (2001) observaram a sensibilidade do cladocero CeriodapHnia dubia e
também a elevada toxicidade do fipronil para esta espécie, onde o valor registrado para a
CL50 — 48h foi de 0,017 mg.L-*. Portanto, podemos supor gue o cérion (tecido que protege o

embrido do meio externo, possa ter interferido na exposicéo inicial do embrido.
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Figura 17: Comparacgdo entre o desenvolvimento de um embrido normal exposto a Fipronil
integro 50 ppb sem tratamento sobre alteragdes morfoldgicas observados nos estagios
correspondentes sobre a mesma dosagem. Embrido zebrafish de 24hpf em (A) demostrando
somitos bom desenvolvidos (seta vermelha), em contraste (D) apresenta embrido coagulado
apos 24hpf. Embrido com 48hpf (B) apresentando inicio da pigmentacdo (seta verde),
batimento cardiaco e desenvolvimento normal, em contraste (E) apresenta-se um embrido
com defasagem de desenvolvimento de pigmentacdo apOs 48hpf (seta preta). Embrido
eclodido apds 72hpf (C). Embrido apds eclosdo apresentando edema no saco vitelineo (seta

azul) e pigmentacdo normal de acordo com o desenvolvimento de 72hpf.

Fonte: Acervo pessoal do autor, 2021
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Tabela 2 - Efeitos teratogénicos avaliados em embrides de zebrafish expostos a diferentes
solucBes contendo agrotdxico fipronil. Coag - coagulagdo; Esv - edema no saco vitelino;
Nsom - N&o formagdo de somito; Ncal - Nao deslocamento da cauda; Abc - auséncia de
batimento cardiaco; Folhos - M4 formacdo dos olhos; Apig - Auséncia de pigmentacéo; Ecl -
Ecloséo; Dnor - Desenvolvimento normal

Composto Controle  Controle Fipronil Integro Fipronil Comercial
H20 TTO
hpe  Concentragdes 0 0 50 50 10 25 50 100 50 100
ug/mL) (TTO) (sTTO) (TTO) (TTO) (TTO) (TTO) (STTO) (STTO)
48h Mortalidade 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(%)
Esv (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nsom (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ncal (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Abc (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Folhos (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Apig (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ecl (%) 10 10 5 10 5 5 0 10 0 0
Dnor (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
72h Mortalidade 0 0 0 5 0 0 0 0 5 0
(%)
Esv (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nsom (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ncal (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Abc (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Folhos (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Apig (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0
Ecl (%) 95 100 100 95 100 65 60 75 95 95

Dnor (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 95 100




44

96h Mortalidade 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(%)
Esv (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nsom (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ncal (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Abc (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Folhos (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Apig (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ecl (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 95 100
Dnor (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 95 100
120h Mortalidade 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(%)
Esv (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nsom (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ncal (%6) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Abc (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Folhos (%0) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Apig (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ecl (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Dnor (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 95 100
144h Mortalidade 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(%)
Esv (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nsom (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ncal (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Abc (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Folhos (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Apig (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ecl (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Dnor (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 95 100

Fonte: O autor, 2022
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6. CONCLUSAO

Foi observado que os produtos clorados a partir do agrotdxico fipronil se apresentaram
mais toxicos quando comparados a formulagdo original, sendo assim importante ressaltar a
necessidade da identificacdo dessas substancias e a criacdo de estratégias que consigam
neutralizar esses subprodutos formados por cloracdo, com o objetivo de assegurar a saude das

populacgdes.

Durante o desenvolvimento do trabalho foi observado limitada transparéncia quanto as
informacdes referentes aos procedimentos necessarios para registro do pesticida em questéo, o
gue ndo apenas dificulta a realizacdo de pesquisas para desenvolvimento de um banco de
dados robusto, mas também acaba por limitar a atuacdo de 6rgaos responsaveis pelo controle
da utilizacdo dessa substancia e sua acessibilidade a populagdo em relacdo ao conhecimento

toxicolégico da mesma.

A legislacdo é um aspecto de extrema importancia para o controle ndo apenas do
fipronil, mas sobre essas substancias de carater nocivo no geral, porém, a legislacdo é apenas
um dos fatores essenciais, visto que envolvem as questdes politicas, sociais, econdmicas e
técnicas, as quais devem ser amplamente discutidas para elaboracdo de dossiés com o objetivo

de controle e registro com énfase na satde e melhor utilizacdo dessas substancias.

Esse trabalho desenvolvimento, onde foi demonstrado uma preocupacdo quando a
utilizacdo do agrotoxico em questdo, ressalta a importancia de serem desenvolvidos trabalhos
na area, principalmente em conjunto com os 6rgaos de controle, onde essa pratica permitiria
uma maior pressdo acerca das deliberacdes provocadas pela economia, com o objetivo de
reanalisar as flexibilizacdo das exigéncias de carater restritivo, trazendo assim dados que
corroborem para a criacao de legislacBes pertinentes a uma politicas de registro e de controle,
para obtermos um melhor proveito dessas substancias assegurando também a salde das
populagdes tanto humanas quanto ambiental.



46

7. REFERENCIAS

ABBAS S. et al. Journal of Water and Health, v. 13, p. 270-284, 2015.

AGRICULTURA. Institutos de Pesca e Butantan negociam parceria para criar peixe
paulistinha, 2016.

ALBUQUERQUE, A. F. et al. Environmental Science: Processes and Impacts, v. 18, p. 779—
787, 2016.

AMERICO, J. H. P.; ISIQUE, W. D.; MINILLO, A.; CARVALHO, S. L. de. Farmacos em
Uma Estacdo de Tratamento de Esgoto na Regido Centro-Oeste do Brasil e 0os Riscos aos
Recursos Hidricos. RBRH — Revista Brasileira de Recursos Hidricos, v. 17, n. 3, p. 61-67,
2012.

AMERICO-PINHEIRO, Juliana Heloisa Piné; MERCADO, Leticia Sales. Agrotoxicos,
recursos hidricos e organismos bioindicadores. 2021.

AUGUSTO, Lia Giraldo da Silva et al. O contexto global e nacional frente aos desafios do
acesso adequado a agua para consumo humano. Ciéncia & saude coletiva, v. 17, p. 1511-
1522, 2012.

AVMA. Guidelines for the Euthanasia of Animals, 2013.

BARCELO, Damia; LOPEZ, Maria J. Contaminacion y calidad quimica del agua: el
problema de los contaminantes emergentes. Jornadas de presentacion de resultados: el
estado ecoldgico de las masas de agua. Panel cientifico-técnico de seguimiento de la

politica de aguas, Sevilla, p. 1-27, 2008.

BAQUERO, Fernando; MARTINEZ, José-Luis; CANTON, Rafael. Antibiotics and antibiotic
resistance in water environments. Current opinion in biotechnology, v. 19, n. 3, p. 260-265,
2008.



47

BELLAR T., LICHTENBERG J.,, KRONER R.C. Journal of American Water Works
Association, v. 66, p. 703-706, 1974.

BOMBARDI, L. M. S&o Paulo: FFLCH- USP, 2017.

BOURGIN M., et al., 2013. ChemospHere 93:2814-2822.

BARROS, André Luis Corréa de. Cloracédo de agrotoxicos: remocao, identificacdo de" novos"

subprodutos de desinfeccéo e avaliagdo de toxicidade. 2021.

BRASIL. Portaria MS N°2914/2011. Ministério da Saude, Brasilia, DF, 2011.

BRASIL. Portaria GM/MS N° 888, de 4 maio de 2021. Ministério de Estado da Saude,
Brasilia, DF, 2021.

BILA, Daniele Maia; DEZOTTI, Marcia. Desreguladores enddcrinos no meio ambiente:

efeitos e conseqliéncias. Quimica nova, v. 30, p. 651-666, 2007.

Benedict M, Zhang X. Non-alcoholic fatty liver disease: an expanded review. World J
Hepatol. 2017;16: 715-732.

Bone Q, Hoar W, Randall D. Locomotor muscle. Fish pHysiology. p.361-424, 1978.
CAVALCANTE, A. K. Avaliacdo da ecotoxicidade do resveratrol no estagio embriolarval de
peixes da espécie Danio rerio avaliacdo da ecotoxicidade do resveratrol no estagio
embriolarval de peixes da espécie Danio rerio. Dissertagdo (Programa de pos-graduagdo em
Ciéncias na area de Tecnologia Nucelar) — Universidade de Sao Paulo, 110 f., 2017.

CENSO AGROPECUARIO 2017. Rio de Janeiro: IBGE, 2017.

CERRETA G. et al., Water Res 169:115220, 2019.



48

CNA, CEPEA - Centro de estudos avangados em economia aplicada, p. 1-10, 2023.

CHAMBERLAIN; E. et al. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 60, p. 354-363,
2021.

CONCEA. Diretriz da pratica de eutanasia do CONCEA. Resolucdo Normativa 13, 2013.

COMPENDIO DE DEFENSIVOS AGRICOLAS. Guia pratico de produtos fitossanitarios
para uso agricola. Sdo Paulo: Andrei, 1996.

CORNET, C.; DI DONATO, V.; TERRIENTE, J. Combining zebrafish and CRISPR/Cas9:
towards a more eficiente drug discovery pipeline. Frontiers in PHarmacology, v. 9, p. 703,

2018.

CORSO, N. M. O agronegocio do palmito no Parand. Dissertacdo (Programa de pds-

graduacdo em Engenharia Florestal) - Universidade Federal do Parand, 140 f., 2003.

D., HOLDER, A. W., HOVINGA, R.; BEDIENT, P. Archives ofEnvironmental
Contamination and Toxicology, v. 41, 325-332, 2001.

DE OLIVEIRAP. R. et al. Microsc Res Techniq, v. 75, p. 28-35, 2012.

EL-GENDY A.K. et al. Food Chem Toxicol, v. 48, p. 215-221, 2010.

ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY. Government Printing Office Washington, p.
1-10, 1996.

FARIA, N. M. et al. Intoxicacdo por agrotoxicos no Brasil: os sistemas oficiais de informacédo

e desafios para realizacéo de estudos epidemioldgicos, v. 12, n. 1, 25-38, 2007.

FERNANDES, T. C. C. Investigacdo dos efeitos toxicos, mutagénicos e genotoxicos do
herbicida trifluralina, utilizando Allium cepa e Oreochromis niloticus como sistemas-testes,
2005.



49

GOESSLING, W.; SADLER, K. C. Zebrafish: an important tool for liver disease
research. Gastroenterology, v. 149, n. 6, p. 1361-1377, 2015.

GRUNWALD A. et al. Acta Polytechnica, v. 42, p. 56-59, 2002.

HAINZL, D., COLE, L. M., CASIDA J. E. Chem Res Toxicol, v. 11, p. 1529-1535, 1998.
HANO T. et al. Environmental Pollution, v. 252, p. 205-215, 2019.

HARMAN, Laura S.; MOTTLEY, Carolyn; MASON, Ronald P. Free radical metabolites of
L-cysteine oxidation. Journal of Biological Chemistry, v. 259, n. 9, p. 5606-5611, 1984.
IBAMA. Boletim de Comercializacdo de Agrotoxicos e Afins, 2014.

IBAMA. Relatério de comercializacdo de agrotoxicos: Boletins anuais de producéo,

importacdo, exportacdo e vendas de agrotdxicos no Brasil, 2016.

JURADO, A., WALTHER, M., DIAZ-CRUZ, M. Science of The Total Environment, v. 663,
p. 285-296, 2019.

KADOTA, K.; YUI, Y.; HATTORI, R.; MUROHARA, Y.; KAWAI, C. Decreased
sulfhydryl groups of serum albumin in coronary artery disease. Jpn Circ J., v. 55, p. 937—
941, 1991.

KI'Y.W. et al. Toxicol Lett, v. 211, p. 18-28, 2012.

KOMULAINEN H., 2004. Toxicology 198:239-248.

KRZEMINSKI, P. et al., Sci Total Environ, v. 648, p. 1052-1081, 2019.

LAMBERTZ, J. et al. Fructose: a dietary sugar in crosstalk with microbiota contributing to



50

the development and progression of non-alcoholic liver disease. Frontiers in immunology, v.
8, p. 1159, 2017.

LEE, B. C. et al. Water Research, v. 38, p. 733739, 2004.

LI, W. et al. Chemical Engineering Journal, v. 274, p. 39-49, 2015.

LILIA, A. New York, NY: Springer New York 176, 2003.

LOPER, J. C. Mutation research, v. 76, p. 241-268, 1980.

LUO, Y. et al. Science of the Total Environment, p. 473-474; 619-641, 2014.

MARINHO, H. S. et al. Hydrogen peroxide sensing, signaling and regulation of transcription
factors. Redox Biol, v. 2, p. 535-562, 2014.

MUSUMECI, M. et al. Role of SH levels and markers of immune response in the stroke. Dis
Markers, v. 35, n. 3, p. 141-7, 2013.

MONTEIRO, H. R. et al. Toxicity of the insecticides spinosad and indoxacarb to the non-
target aquatic midge Chironomus riparius. Science of the Total Environment, v. 666, p.
1283-1291, 2019.

MOUZAKI, Marialena; ALLARD, Johane P. The role of nutrients in the development,
progression, and treatment of nonalcoholic fatty liver disease. Journal of clinical
gastroenterology, v. 46, n. 6, p. 457-467, 2012.

MOSSA, A. H.; SWELA, E. S.; MOHAFRASH, S. M. M. Tox Reports, v. 2, p. 775-784,
2015.



51

OECD. Test N° 236: Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test. OECD Guidelines for the
Testing of Chemicals, Section 2, OECD Publishing, 2013.

OLIVEIRA, G. A. R,, et al. Mutation Research - Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis, v. 703, p. 200-208, 2010.

ONODERA, S.; HIROSE, Y.; ISHIKURA S. Journal of Environmental Chemistry, v. 5, p.
65-71, 1995.

TUNDISI, José Galizia. Recursos hidricos no futuro: problemas e solucdes. Estudos
avancados, v. 22, p. 7-16, 2008.

PATEL, T.; GORES, G. Apoptosis and hepatobiliary disease. Hepatology, v. 21, p. 1725-
1741, 1995.

PATEL, T. Apoptosis in hepatic pathopHysiology. Clin Liver Dis, v. 4, p. 295- 317, 2000.

REGALDO, L. et al. Environmental Sicence and Pollution Research, v. 25, p. 6951-6968,
2018.

RAMELOW, G. J.; WEBRE, C. L.; MUELLER, C. L.; BECK, J. N; YOUNG, J. C;;
LANGLEY, M. P. Variations of heavy metals and arsenic in fish and other organisms from
the Calcasien River and Lake, Louisiana. Arch. Environ. Contam. Toxicol, v. 18, p. 804-
818, 1989.

RAMOS, Lara Luiza dos Santos et al. Tratamento de efluentes e reatores de circulacéo
interna: uma breve reviséo e aplicacdo. 2021.

RICHARDSON, S. et al. Occurrence, genotoxicity, and carcinogenicity of regulated and
emerging disinfection by-products in drinking water: A review and roadmap for research.
Mutation Research/Reviews in Mutation Research, v. 636, n. 1-3, p. 178-242, 2007.

ROBBINS, Stanley Leonard. Robbins y Cotran: patologia estructural y funcional.
Elsevier Espafia, SLU, 2015.



52

ROOK, J. J. Environmental Science and Technology, v. 11, p. 478-482, 1977.

SANTOS, Gabrielly Machado dos et al. Avaliacdo da degradacdo simultanea de fipronil,
oxibenzona e propilparabeno por UV-C/persulfato em efluente sanitario terciario. 2023.

SARMADI, Bahareh H.; ISMAIL, Amin. Antioxidative peptides from food proteins: A
review. Peptides, v. 31, n. 10, p. 1949-1956, 2010.

SELVAM, R.; DEVARAJ, Sridevi. Oxalate binding to rat kidney mitochondria: induction by
oxidized glutathione. Indian journal of biochemistry & biophysics, v. 33, n. 1, p. 62-65,
1996.

SCHLENK, D., HUGGETT, D. B., BENNETT, E., RIMOLDI, J., BEELER, A. B., BLOCK,
SCHNABL, B.; BRENNER, D. A. Interactions between the intestinal microbiome and liver
diseases. Gastroenterology, v. 146, n. 6, p. 1513-1524, 2014.

SHARMA, V. K.; ZBORIL, R.; MCDONALD, T. J. Formation and toxicity of brominated
disinfection byproducts during chlorination and chloramination of water: A review. Journal of
Environmental Science and Health - Part B Pesticides, Food Contaminants, and Agricultural
Wastes, v. 49, n. 3, p. 212-228, 2014.

SILVA, C. G. A., COLLINS, C. H. Quimica Nova, v. 34, p. 665-676, 2011.

SILVA, Tais Elaine da et al. Nas tramas da desinformacdo: a inddstria cultural a servico da

legitimacdo do agronegdcio brasileiro. 2021.

STARK, D. J.; VARGAS, I. R. Toxicity and hazard assessment of fipronil to DapHnia pulex.
Ecotoxicology Environmental, v. 62, p. 11-16, 2005.

SYMONS, G. E. Journal/American Water Works Association, v. 98, p. 87-97, 2006.



53

TESOLIN, G. A. S. et al. Avaliagdo da toxicidade de herbicidas usados em cana-de-agucar
para o Paulistinha (Danio rerio). Mundo da Saude, v. 38, n. 1, p. 86-97, 2014.

U. S. GEOLOGICAL SURVEY, U. S. Department of the Interior, USGS Fact Sheet FS-010-
0, 2000.

U. S. EPA. Quick Reference Guide Overview of the Rules, p. 4, 2010.

VERMA, R. S.; MEHTA, A.; SRIVASTAVA, N. Pestic Biochem PHys, v. 88, p. 191-196,
2007.

ZHANG, C. et al. Science of the Total Environment, p. 610-611; 769-775, 2018.

REGALDO et al., 2018; JURADO, WALTHER and DIAZ-CRUZ, 2019

ZORZETTO, R.; GUIMARAES, M. Um peixe modelo. Pesquisa FAPESP, n. 209, 2013.



54

ANEXOS

Analise histoldgica para presenca de nucleo picnético e esteatose hepatica entre os grupos 28

dpe e 60 dpe.

1) Agua Pura

3) F.l.sem TTO 50 ppb

4) F.l1.com TTO 50 ppb

5) F.C.sem TTO 50 ppb

6) F.C.sem TTO 10 ppb
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