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Resumo geral

Atualmente diversas populac¢des de anfibios se encontram em declinio mundial,
e dentre os diferentes fatores responsaveis pelo fenémeno, estdo as doencas
emergentes. A perda da biodiversidade tem aumentado a necessidade de
estudos que controlem estes patdgenos, por isso protocolos de desinfeccdo
vem sendo testados no tratamento de diversas doencas, com maior enfoque
atual a quitridiomicose, doenca causada pelo fungo Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd). Entretanto, o potencial toxico dos produtos testados sobre
os anfibios dificulta a padronizacdo de um método de tratamento e desinfeccdo
adequado. Um dos agentes quimicos testados no controle do Bd é o
formaldeido, um bactericida, fungicida e antiparasitario utilizado na aquicultura,
embora seu potencial carcinogénico seja conhecido. A ra-touro (Lithobates
catesbeianus), criada comercialmente, € indicada como vetora da
quitridiomicose por ser rustica comparativamente com outras espécies. Desta
forma, a criacdo de animais livres da doenca aumenta a sustentabilidade da
criacdo, garantindo maior seguranga aos animais nativos presentes no entorno
do ranario. Com base neste cenério, este trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial toxico do formaldeido sobre girinos de ré-touro, contribuindo com a
literatura ainda escassa acerca do assunto, e servir de base para experimentos
que avaliem a utilizacdo do formaldeido como agente desinfetante em ranarios.
A CLso.g6n Calculada para os girinos foi de 10,53mg/L, sendo que concentracdes
entre 6 e 18mg/L apresentaram potencial genotéxico, avaliado através do teste
de microndcleo (MN). Animais ndo expostos a contaminantes demonstraram
frequéncia esperada de 1,35MN/individuo, tendo aumento desta frequéncia em
1,14% na adicdo de cada 1mg/L de formaldeido. O teste crdnico, utilizando
concentragdes subletais definidas a partir da CLsg.gsn, NA0 apresentou potencial
genotoxico (teste de micronucleo) ou alteracbes hematolégicas (contagem
diferencial de leucdcitos e microhematdcrito) nos biomarcadores utilizados,
entretanto, foi observado o fendmeno de citotoxicidade, com aumento de
anomalias nucleares (picnose e cariorrexe) dos eritrocitos nas maiores
concentracdes ao final do experimento (288h). Com base nestes resultados, o
formaldeido se mostrou um produto genotoxico para 0s girinos em altas
concentracdes, mas este fato ndo foi comprovado ao se usar este quimico em
concentracbes baixas. Vale ressaltar que ndo é seguro afirmar que o
formaldeido possa ser utilizado como desinfetante para a espécie, devido a
necessidade da realizacdo de testes complementares que avaliem outros
possiveis efeitos nocivos da exposicao as baixas concentracoes.

Palavras-chave: genotoxicidade, citotoxicidade, hematologia, anfibios,
quitridiomicose.
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Abstract general

Currently many amphibian populations are in worldwide decline, and among the
different responsible factors for the phenomenon, are emerging diseases. The
loss of biodiversity has increased the studies to control these pathogens, and
disinfection protocols are being tested in the treatment of several diseases, with
most current approach to chytridiomycosis, a disease caused by the fungus
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), however some tested products in
amphibians has presented toxic potential, difficulting to standardize a
appropriate method of treatment and disinfection. One of the tested chemicals
tested to control the Bd is the formaldehyde, a bactericidal, fungicidal and
antiparasitic used in aquaculture, although have a potential carcinogenic. The
bullfrog (Lithobates catesbeianus), created commercially, is indicated as the
vector of chytridiomycosis because is most rustic comparatively with other
species. Therefore, bullfrog farms without diseases ensure greater security for
the native animals present in the area surrounding the farm. Based on this
scenario, this work aimed to evaluate the toxic effects of formaldehyde on
tadpoles of bullfrogs, contributing to the still scarce literature on the subject, and
provide a basis for experiments that evaluate the use of formaldehyde as a
disinfectant agent in frog farms . The LCso.96n Calculated for the tadpoles was
10,53mg/L, and concentrations between 6 and 18 mg/L showed genotoxic
potential, measured by the micronucleus test (MN). Animals not exposed to
contaminants showed an expected frequency of 1,35MN/individual, and a
increase in this rate with an addition of 1.14% for each 1mg/L of formaldehyde
addition. The chronic test using sublethal concentrations based in LCsp, don’t
showed genotoxic potential (micronucleus test) or hematological changes
(differential leukocyte count and microhematocrit) in used biomarkers, however,
the phenomenon of cytotoxicity was observed with increase of erythrocytes with
nuclear anomalies (pyknosis and karyorrhexis) in greater concentrations at the
end of the experiment (288 hours). Based on these results, formaldehyde
showed a genotoxic effect in tadpoles in high concentrations but this fact was
not proved when using this chemical at low concentrations. It is noteworthy that
it is not safe to assert that formaldehyde can be used as a disinfectant for this
specie due to the need to conduct additional tests that evaluate other
deleterious effects possible at low concentrations exposure.

Keywords: genotoxicity, cytotoxicity, hematology, amphibians,

chytridiomycosis.
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Introducéo Geral

Populacbes de anfibios estdo em declinio e alguns grupos estédo
desaparecendo por completo de seus habitats naturais em varias partes do
mundo (Wells, 2007; IUCN, 2014). Os fatores mais importantes para este
processo sdo a perda da biodiversidade com a destruicdo de habitats, ou sua
alteracdo, e a introducdo de espécies invasoras e exoticas. Entretanto, esse
declinio também atinge éareas protegidas e intactas, provavelmente por
alteracdes climaticas, aumento da radiacdo UV-B, contaminacdo quimica,
deformacbes e malformacbes e, por doencas infecciosas emergentes
(Schloegel et al., 2010; 2012; Verdade et al., 2010).

As doengas emergentes, ranavirus e quitridiomicose sdo classificados
como patdgenos de maior importancia no comércio internacional de anfibios
segundo a Office International des Epizooties e pelo Groupon Amphibian
Diseases (Hyatt et al., 2007). Para garantir a sanidade ambiental tanto dentro
dos ranarios, quanto no entorno, € imprescindivel que existam métodos de
desinfeccdo eficientes que ndo sejam nocivos aos animais tanto do cultivo,
guanto nativos que por ventura invadam as instalacdes, garantindo assim a nédo
transmissao do fungo caso ocorra eventual contato entre os animais.

Dentre os produtos utilizados no tratamento de doencas flngicas,
bacterianas e parasitarias na piscicultura encontra-se o formaldeido, indicado
pela US Food and Drug Administration — FDA (2002), embora seja um agente
quimico considerado carcinogénico pela IARC (2014). Testes in vitro e também
in vivo confirmam o potencial fungicida (Johnson et al., 2003; Cruz et al., 2005;
Abtahi et al., 2006; Nhu et al., 2011; Nouth e Selim, 2013), entretanto, nao
existem protocolos definidos para desinfeccdo da ra-touro criada
comercialmente.

O conhecimento adequado sobre os efeitos de xenobibticos € etapa
inicial do processo de identificacdo do potencial de risco ambiental e
consequente regularizacdo do seu uso. Esta andlise € imprescindivel, entre
outros, no procedimento de regularizacdo do registro de produto veterinério, na
profilaxia e tratamento de animais infectados (USEPA, 2002). Segundo
Johnson et al.(2003) o desinfetante ideal deve atuar de forma rapida, ser
seguro para humanos expostos, gerar um impacto minimo sobre os
equipamentos utilizados, possuir baixo potencial de contaminacdo do meio
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ambiente, ser facilmente disponibilizado para uso, além do fato de que
qualguer concentracdo do residuo gerado ndo deve causar efeitos nocivos
sobre a comunidade de anfibios. Ao mesmo tempo, é sabido que o uso de todo
e qualquer produto, mesmo que profilatico, deve ser monitorado. Neste sentido,
Campana et al.(2003) afirmam que um dos principais problemas no

7

monitoramento de poluentes genotdxicos € a escolha do organismo teste,
devido as diferencas existentes entre as espécies quanto a sensibilidade,
causada por diferentes taxas de metabolismo, condi¢cdes fisiologicas e orgéao
alvo. Os anfibios anuros sao utilizados como bioindicadores, pois além de sua
sensibilidade, permanecerem intimamente ligados ao meio aquético e terrestre,
sendo a ra-touro, um dos anfibios mais utilizados em testes ecotoxicoldgicos
(FI6-Neyret et al., 2001; Rocha 2011; Ossana e Salibian, 2013).

Testes tém sido utilizados na determinacdo da toxicidade destes
produtos profilaticos, sendo o teste de micronucleo (MN), devido a sua
simplicidade, uma das técnicas mais aplicAveis para identificar alteracbes
gendbmicas nos animais expostos a agentes quimicos. O procedimento é
tecnicamente simples e mais rapido quando comparado com a analise
microscopica de aberragdes cromossdmicas na metafase, considerando
também que muitos organismos aquaticos possuem Cromossomos pequenos,
dificultando a analise. Este ensaio tem como alvo células em intérfase, de
qualquer populacdo de células em proliferacdo, independentemente do
cariétipo; esta é uma das razdes pela qual este biomarcador é largamente
utilizado em programas de biomonitoramento ambiental (Bolognesi e Hayashi,
2011). Métodos hematologicos indicam a toxicidade de agentes quimicos, e
dentre eles, existe 0 método do microhematécrito, que indica o percentual de
eritrécitos no sangue, sendo o resultado dependente do volume destas células
(Ranzani-Paiva et al., 2013), verificando a presenca ou ndo da anemia apos a
exposicao ao xenobidtico, e a contagem diferencial de leucdcitos, que indica a
quantidade dos diferentes tipos de leucocitos no sangue periférico (Dias et al.,
2010). Os resultados da exposicado dos girinos ao formaldeido poderdo servir
como base para o delineamento de protocolos de desinfeccédo para a espécie,
contribuindo com a literatura ainda escassa acerca da exposi¢cao de anfibios a

este agente quimico.



O presente trabalho encontra-se dividido em dois capitulos, na forma de
artigos cientificos. O primeiro capitulo, intitulado “Concentracao Letal Mediana
do formaldeido e seu potencial genotéxico sobre girinos de ré-touro (Lithobates
catesbeianus)” teve como objetivo determinar a Concentragdo Letal Mediana
(CLso-06n) € elucidar o potencial genotdoxico do formaldeido (Vetec®) para os
girinos com base no teste de microndcleo. O segundo artigo, intitulado
“Toxicidade do formaldeido sobre girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus)”, objetivou avaliar através da exposi¢do crbnica, os efeitos de
genotoxicidade e citotoxicidade deste quimico, utilizando o teste de
micronucleo, microhematécrito e contagem diferencial de leucocitos como

biomarcadores.
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Concentracao Letal Mediana do formaldeido e seu potencial genotoxico
sobre girinos de ré-touro (Lithobates catesbeianus)
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'MSc. Instituto de Pesca, APTA/SAA, Avenida Francisco Matarazzo 455, Agua Branca,
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Resumo

Populacbes de anfibios estdo em declinio, e dentre os fatores responsaveis
pelo fenbmeno estd a doenca quitridiomicose causada pelo fungo
Batrachochytrium dendrobatidis. A ra-touro (Lithobates catesbeianus) vem
sendo indicada como um dos principais vetores desta doenca e protocolos
visando a desinfeccdo fungica tem sido testados, entretanto o potencial toxico
de alguns produtos dificulta a padronizacdo de um método eficaz. O
formaldeido € um fungicida utilizado na aquicultura, embora seu potencial
carcinogénico seja conhecido. Com base neste cenario, objetivamos
determinar a Concentracdo Letal Mediana (CLso-96n) do formaldeido em girinos
de ré-touro, e avaliar os possiveis efeitos genotoxicos, contribuindo assim com
a literatura ainda escassa acerca do assunto. Para tanto, os animais foram
expostos as concentracdes de 6, 9, 12, 15 e 18mg/L. ApGs 96h, amostras de
sangue dos girinos sobreviventes foram retiradas para determinacdo do
potencial genotoxico através do Teste de Micronucleo. O valor calculado para a
CLso-96n foi de 10,53mg/L, e a frequéncia de micronucleos (MN) em funcéo da
dosagem de formol, foi ajustada por um modelo linear generalizado, que
indicou aumento da frequéncia de MN a medida que as concentracdes
aumentaram, sendo que a frequéncia estimada no controle negativo foi de
1,35MN/individuo. Com base nos resultados, é possivel afirmar que o
formaldeido tem potencial genotdoxico sobre girinos de ra-touro nas
concentracbes testadas, e, portanto, sua utilizacdo em protocolos de
desinfeccdo deve ser avaliada com cautela.

Palavras-chave: quitridiomicose, ranicultura, anfibios, microndcleo.



Lethal concentration of formaldehyde and genotoxic potential for bullfrog
tadpoles (Lithobates catesbeianus)
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Abstract

Amphibian populations are declining, and among the several factors
responsible for the phenomenon is the chytridiomycosis disease caused by the
fungus Batrachochytrium dendrobatidis. The bullfrog (Lithobates catesbeianus)
has been recommended as one of the main vectors of this disease and fungal
disinfection protocols which have been tested, however the toxic potential of
some products makes it difficult to standardize an effective method.
Formaldehyde is a fungicide used in aquaculture, although the carcinogenic
potential is known. Based on this scenario, we aimed to determine the Lethal
Concentration (LCsg.96n) Of formaldehyde in bullfrog tadpoles, and evaluate the
possible genotoxic effects, thus contributing to the still scarce literature about
the subject. For this purpose, the animals were exposed to concentrations of 6,
9, 12, 15 and 18mg/L. After 96 h, blood samples from surviving tadpoles were
collected to determine the genotoxic potential using the micronucleus test. The
calculated value for LCsg.96n Was 10,53mg/L, and the frequency of micronuclei
(MN) according to the formaldehyde concentration , was adjusted by a
generalized linear model, which indicated an increase in frequency as the MN
concentrations increased, and the estimated frequency in the negative control
was 1,35MN/individual. Based on the results it is possible conclude that
formaldehyde have a genotoxic potential on bullfrog tadpoles in tested
concentrations, and so their use in disinfecting protocols should be carefully
evaluated.

Keywords: chytridiomycosis, bullfrog farm, amphibians, micronucleus.



Introducéo

Populactes de anfibios se encontram em declinio e alguns grupos estéo
desaparecendo por completo de seus habitats naturais em varias partes do
mundo, sendo considerados como uma das classe de vertebrados mais
ameacada nos dias atuais (Bressan et al., 2009; I[UCN, 2014).

Os fatores mais importantes que contribuem para esse processo sao a
perda da biodiversidade com a destruicdo de habitats, ou sua alteracdo, a
introducéo de espécies invasoras e exoticas, alteracdes climaticas, aumento da
radiacdo UV-B, contaminacdo quimica, deformacbes e malformacgbes e,
doencas infecciosas emergentes como a causada pelo fungo Batrachochytrium
dendrobatidis (quitridiomicose) e pelo virus Ranavirus (ranavirose) (Berger et
al., 1999; Longcore et al., 1999; Schloegel, et al., 2010; Verdade et al., 2010;
Schloegel, et al, 2012).

Algumas espécies de anuros também sdo utilizadas na alimentagéo
humana, sendo a criacdo destes animais denominada “ranicultura” (FAO,
2014). A ra-touro (Lithobates catesbeianus) €é uma espécie criada
comercialmente que vem sendo indicada como um dos principais vetores da
quitridiomicose (Schloegel et al., 2010; Greenspan et al., 2012). Entretanto,
estudo recente (Gervasi et al., 2013) aponta a susceptibilidade deste animal
conforme a viruléncia dos diferentes tipos de cepas. De qualquer forma, o fluxo
bidirecional, consistindo na entrada de animais silvestres e escape de animais
exoticos infectados, em ambiente de cultivo é preocupante (Neves, 2012).

A quitridiomicose foi classificada pela Office International des Epizooties
(OIE) e pelo Groupon Amphibian Diseases como um dos patdgenos de maior
importancia no comércio internacional de anfibios, perdendo apenas para as
ranaviroses (Hyatt et al., 2007). O fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd)
sobrevive em meio aquatico, possuindo dois ciclos de vida, o zodsporo (livre-
nadante) que possui flagelos, e zoosporangio (fixo ao substrato) (Longcore et
al.,, 1999). O Bd é encontrado em estruturas queratinizadas de animais
infectados, se alojando na pele em individuos adultos e na boca em girinos
(Berger et al., 1998), causando despigmentacdo. Entretanto, outros métodos de
diagnostico da doenga devem ser realizados, visto que a falta de pigmentacéo

€ ocasionada também pela exposicdo a contaminantes quimicos ou baixas
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temperaturas (Rowe et al., 1998; Parker et al., 2002; Rachowicz, 2002; Hyatt et
al., 2007).

Protocolos visando a desinfeccao fungica tém sido testados “in vivo”,
assim como “in vitro” no combate de culturas do Bd (Webb et al., 2007; Martel
et al.,, 2010; Muijsers et al., 2012), entretanto, o potencial toxico de alguns
fungicidas sobre diferentes espécies de anfibios dificulta a padroniza¢do de um
método fungicida eficaz. O desinfetante ideal deve atuar de forma rapida, ser
seguro para humanos expostos, gerar um impacto minimo sobre os
equipamentos utilizados, possuir baixo potencial de contaminacdo do meio
ambiente, ser facilmente disponibilizado para uso, além do fato de que
qualguer concentracdo do residuo gerado ndo cause efeito nocivo sobre a
comunidade de anfibios (Johnson et al., 2003).

O formaldeido é um dos fungicidas utilizados na aquicultura, que por
possuir diversas variedades de utilizacdo devido a sua elevada reatividade,
auséncia de coloracéo, estabilidade, pureza na forma comercial e baixo custo,
serve como agente de cura, desinfetante, fungicida e conservante (Johnson et
al., 2003; Cruz et al., 2005; Abtahi et al., 2006; FDA, 2002), ao mesmo tempo é
considerado um produto carcinogénico (IARC, 2014).

Objetivamos com este estudo determinar a concentracao letal mediana
do formaldeido (Vetec®) para girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) e
avaliar o potencial efeito genotoxico utilizando o Teste de Microndcleo como

biomarcador.

Materiais e métodos

O trabalho foi executado no Laboratério de Toxicologia Aquatica do
Instituto de Pesca, APTA/SAA, Séo Paulo, Brasil. Por se tratar de uma espécie
exotica, a mesma ndo é encontrada em abundancia no ambiente natural
brasileiro, sendo assim, os animais (girinos de Lithobates catesbeianus) foram
obtidos em ranario comercial do estado de S&o Paulo. A ra-touro foi escolhida
como biomarcador, pois é um anfibio jA adaptado ao cativeiro e amplamente
utilizado em estudos ecotoxicologicos, somando ao fato de existirem restricdes
legais na legislagéo brasileira que dificultam a utilizagdo de animais silvestres

em pesquisas cientificas (Brasil, 2012).
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As normas técnicas para conducdo dos ensaios seguiram as
recomendacfes de acordo com protocolos pré-estabelecidos (APHA, 1998;
ABNT, 2011; ASTM, 2007). A aclimatacdo dos animais durou sete dias, e 0s
mesmos foram mantidos em sala climatizada (22°C + 1,0), com fotoperiodo
controlado de 12:12, alimentados diariamente com 1% da biomassa do aquario,
utilizando racéo farelada (40% de proteina bruta, 12% fibra e 8% extrato etéreo)
ofertada uma vez ao dia. Testes preliminares mantidos em sistema semi-
estatico (24h) foram realizados, e seus resultados serviram como base para
determinacdo das dosagens do teste definitivo, sendo as concentracdes
nominais determinadas em 6mg/L, 9mg/L, 12mg/L, 15mg/L e 18mg/L de
formaldeido (Vetec® - Brasil), além do grupo controle, sem adicdo de
formaldeido.

No inicio do experimento definitivo, os girinos foram pesados em balanca
digital, apresentando peso médio de 599 + 1,499 e estagio de
desenvolvimento entre 31 a 36 (Gosner, 1960). Este estagio foi selecionado por
facilitar a extracdo de sangue caudal dos animais, provendo quantidade
suficiente de amostra para conducdo do Teste de Micronucleo realizado para a
avaliacdo genotoxica.

Ao longo do teste os animais foram mantidos em aquérios preenchidos
por 8L de solucdo, aeracdo constante, com quatro réplicas por tratamento e
densidade de 1girino/L, seguindo recomendacdo de protocolo padrdao (APHA,
1998), totalizando oito girinos por réplica. O teste de toxicidade aguda teve
duracdo de 96h utilizando 4gua de abastecimento declorada por pernoite, e a
renovacao das solucdes feita a cada 24h (sistema semi-estatico) devido a alta
volatilidade do produto.Por este mesmo motivo a solucéo estoque foi preparada
no dia exato de cada intoxicagao.

N&o houve fornecimento de alimento durante a exposicdo ao agente
quimico, diminuindo assim o aporte organico dentro dos aquarios, minimizando
possiveis interferéncias e alteracdbes na concentracdo de formaldeido
(Hohreiter e Rigg, 2001).

A analise das variaveis de qualidade da agua (temperatura, oxigénio
dissolvido, condutividade elétrica e pH) foram realizadas no momento zero

(antes da experimentacdo), as 48 e 96 horas, utilizando a sonda
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multiparametros HORIBA®, e os animais mortos foram contados e retirados
diariamente.

O efeito genotoxico foi avaliado nos animais sobreviventes as 96 horas
de experimentacdo (trés animais por réplica - 12 girinos por tratamento) através
da retirada do sangue por puncdo do vaso caudal, utilizando lidocaina em
creme como anestésico local. As laminas foram feitas em duplicata e
analisadas em teste cego. Cada lamina foi fixada em metanol PA durante 10
minutos, seca ao ar e imersa em acido cloridrico 5N por outros 10 minutos,
posteriormente corada pelo método de Fuelgen/Fast Green, adaptado para
girinos de L. catesbeianus (Ferreira et al., 2003). Para contabilizacdo da
frequéncia de microndcleos (MN) existentes, foram avaliados 2.000 eritrocitos
por laminas (n=53) utilizando microscopio de luz, com objetiva de imersao
(1000x).

Analise Estatistica

Os dados de qualidade da agua foram submetidos a analise de tendéncia
central e dispersao, avaliando o coeficiente de variagcdo de cada parametro
(Zar, 1999). A Concentracdo Letal Mediana (ClLspgen) do formaldeido foi
estimada através do Software Gwbasis 3,0, de acordo com 0 método estatistico
“Trimmed Spearman Karber” (Hamilton et al., 1977). A contagem de MN, em
funcdo da dosagem de formol, foi ajustada por um modelo linear generalizado
(GLM) assumindo a distribuicdo binomial negativa como funcédo de distribuicdo
da variavel resposta. A distribuicdo binomial negativa foi definida pelos
parametros U representando a média, e k um parametro de dispersdo. A

2
variancia foi dada por u + H /ke a parte sisteméatica do GLM binomial negativo

por E(Y) = u = efotP1X onde By e B, S&0 parametros de intercepto e inclinacéo

do modelo. O percentual de explicagdo do modelo foi calculado como

null deviance—residual deviance

%X 100 (Zuur et al., 2009).

null deviance
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Resultados e discussao

Os dados de qualidade da agua apresentaram valores médios de pH de
5,60%0,40, temperatura de 17,41+0,46°C, oxigénio dissolvido de 6,38+0,39mg/L
e condutividade elétrica de 96,74+6,53uS/cm. Com base na analise estatistica,
ndo foram encontradas diferencas significativas para as variaveis fisicas e
guimicas da agua analisados nas cinco concentracdes de formaldeido, assim
como entre estas médias e 0 grupo controle. Estas variaveis mantiveram-se
dentro dos valores indicados para a conducdo de testes de toxicidade para a
espécie (Lombardi et al., 2002).

O valor estimado da Concentracdo Letal Mediana (CLspgen) dO
formaldeido para girinos de L. catesbeianus foi de 10,53mg/L. Ndo houve
mortalidade no controle negativo, e a maior concentracdo alcangou quase
100% de mortalidade, restando apenas 1 girino sobrevivente as 96h, sendo

gue 50% das mortes nesta concentracao foram registradas as 48h (Figura 1).

Mortalidade acumulada

100,00%

90,00% -
~ 80,00% —O— controle
S 70,00% ——6 mg/L
g 60,00% —a—9 mg/L
S 50,00%

° ' —%— 12 mg/L
T 40,00% Mg/

S 30,00% —=— 15 mg/L
= 20,00% —o0—18 mg/L

10,00%

0,00% ,
&0 > W AV o
Qo
@"“&
6\0 Duracao do experimento (h)

Figura 1. Mortalidade acumulada (%) de girinos de L. catesbeianus submetidos aos
diferentes concentracdes de formaldeido ao longo do teste de toxicidade aguda (CLso.

96h)-

Em artigo de revisdo sobre o formaldeido (Hohreiter e Rigg, 2001) a
Clso-gen reportada para ré-touro foi de 9,52mg/L (dados ajustados), similar a

encontrada em nossos testes. Os autores ressaltaram também que a
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toxicidade deste produto € maior para animais menores e que 0s girinos de ras
sd0 mais sensiveis que a maioria das espécies de peixes e de invertebrados
aquéticos.

Outros estudos determinaram a ClLso.gsn para o formaldeido em sistema
estatico para outros organismos aquaticos: Dureza (1994) reporta a
concentracdo de 148mg/L para tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), Hohreiter
e Rigg (2001) determinaram 48,8mg/L para truta arco-iris (Oncorynchus
mykiss) e 21,78mg/L para bagre-americano (Ictalurus punctatus), a
concentracdo de 2,02mg/L foi determinada para larvas de trairdo (Hoplias
lacerdae), segundo Cruz et al. (2005), indicando que a ra-touro € uma espécie
bastante sensivel se comparado com a maioria dos peixes (Hohreiter e Rigg,
2001).

O formol é um composto ubiquo classificado como cancerigeno para
humanos, tumorogénico e teratogénico por produzir efeitos na reproducao
(IARC, 2014; INCA, 2014), entretanto na piscicultura, ele é indicado no
tratamento parasitario e controle fungico (FDA, 2002).

O banho de formol na profilaxia ou tratamento de parasitoses de
beijupiras adultos reporta o uso de concentracdes entre 10 a 30mg/L de formol
ao longo de uma hora sob intensa aeracédo (Nhu et al., 2011), indicando valores
semelhantes ao indicado para a r& Xenopus tropicalis, no tratamento do Bd,
que é de 25mg/L, entretanto esta concentracdo gerou mortalidade das ras nas
48 horas iniciais do tratamento, indicando alta toxicidade (Parker et al., 2002).

A utilizacdo deste agente quimico foi testada para o tratamento de
infeccdo micética causada por Saprolegnia sp em ovos de esturjdo persa
(Abtahi et al., 2006)., obtendo eficacia desinfetante com 1920mg/L de
formaldeido, valor muito préximo da Clsggen estimada de 1900mgiL,
concentragdo letal mediana extremamente superior ao encontrado no teste
com os girinos. Este mesmo experimento revelou o potencial altamente toxico
do formaldeido por mostrar alteracdo de 48% na taxa de eclosdo na menor
concentracdo utilizada, de 400mg/L. A proximidade da eficéacia fungicida e da
concentracéo letal mediana indicam alto potencial téxico do formaldeido para a
espécie, portanto os autores nao indicaram o formaldeido como um bom

fungicida para os ovos de esturjao persa.
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Para avaliacdo da genotoxicidade, foi realizado o Teste de Micronucleo
com um total de 53 amostras, sendo que nas maiores concentragdoes, em
virtude da maior mortalidade a quantidade examinada de laminas foi menor. A
dispersdo entre a dosagem de formaldeido utilizada e a quantidade de MN

observados pode ser visualizada na Figura 2.

— Modelo predito
-=--- Intervalo de confianga a 95%

14

12

Frequéncia de Microndcleos [ 2000 eritrdcitos

Cir B mgl & migiL 12 mglL 15 mgl 1B mgiL

Tratamentos

Figura 2: Gréfico de dispersao entre a dosagem de formaldeido e a frequéncia de
micronucleos (2.000 eritrécitos/lamina) encontrados durante o teste de toxicidade

aguda com girinos de Lithobates catesbeianus.

Houve uma relacdo positiva entre a frequéncia de MN e a dosagem de
formol, sendo que o GLM binomial negativo explicou 26,94% da variabilidade
nesta relacdo. A medida que a dosagem de formol aumenta, a variabilidade na
contagem de MN cresce, 0 que se da pela ocorréncia de células/individuo com
nameros cada vez mais elevados de MN, enquanto outros girinos mantém
valores de frequéncia proximos ou iguais a zero. Este aumento na variancia
justifica 0 uso do GLM com a distribuicdo binomial negativa (coeficiente de
disperséo k = 3,35). De acordo com o estimador do intercepto (8, = 0,303,p =
0.196), na auséncia de formol (grupo controle) € esperado uma média de
1,35MN por girino (e%3°% = 1,35), entretanto, este valor ndo € estatisticamente

diferente de zero. Valores entre 0 e 6MN foram encontrados no controle
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negativo, esta frequéncia de MN é similar ao descrito por outros autores, que
citam valores entre 3 e 5MN por individuo, quando estes ndo estdo expostos a
contaminantes (controle negativo), na contagem de 1000 eritrOcitos/lamina
(Krauter, 1993; Ossana e Salibian, 2013).

O coeficiente de inclinacdo (f; = 0,108,p < 0.001) sugere que adicdes
de 1mg/L de formol resultam no incremento médio a uma taxa de 11,14% na
contagem de microntcleos por individuo (e®1%® = 1,114).

Existem poucos trabalhos relacionados aos niveis de tolerancia dos
anfibios ao formaldeido, inclusive de animais nativos, que podem ser atingidos
pelo residuo gerado na aquicultura, que em contato com outras substancias,
formam misturas complexas, mais toxicas que as originais. Entretanto, a ra-
touro tem se mostrado um bioindicador eficaz de genotoxicidade, tendo
aumento da incidéncia de MN e anomalias nucleares quando exposta a
contaminantes diversos (Campana et al., 2003; Ferreira, 2003; Rocha, 2011).
Com este estudo, confirmamos o potencial genotoxico da exposi¢cdo aguda do
formaldeido sobre a ra-touro, podendo assim contribuir com a literatura ainda

escassa acerca do assunto.
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Resumo

Estudos ecotoxicologicos utilizando anfibios tém se ampliado devido ao
declinio mundial de diversas espécies com consequente perda da
biodiversidade, e dentre o0s processos responsaveis pelo declinio estd a
infeccdo de anuros por doencas emergentes. Protocolos de desinfeccéo tém
sido testados no tratamento de diversas doencas, tendo centrado esforgos no
tratamento da quitridiomicose, doenca causada pelo fungo Batrachochytrium
dendrobatidis, onde a ra-touro (Lithobates catesbeianus), criada
comercialmente, é indicada como vetor da doenca por apresentar resisténcia a
diversas cepas. A fim de avaliar os possiveis efeitos nocivos a ra-touro frente a
esta desinfeccdo, girinos desta espécie foram expostos a diferentes
concentracfes subletais, sendo elas 0,10mg/L, 0,88mg/L e 5,08mg/L, além do
controle negativo sem adi¢cdo do produto, e 0 positivo, neste caso o dicromato
de potassio (10.000mg/L). Amostras sanguineas foram submetidas a analise
genotoxica e citotOxica através do teste de micronucleo, andlise de
microhematdcrito e contagem diferencial de leucécitos. Foi observada
citotoxicidade, consistindo no aumento do nimero de eritrocitos com carioteca
alterada ao final do experimento, mas 0s demais testes ndo apresentaram
diferengas significativas entre os tratamentos com formaldeido e o grupo
controle, indicando que o formaldeido nestas concentracées ndo gerou outros
efeitos nocivos que pudessem ser evidenciados através dos biomarcadores
utilizados. Estes resultados contribuem com a literatura ainda escassa acerca
do assunto, e servem como base para experimentos que avaliem possiveis
efeitos do formaldeido em girinos de ra-touro expostos a baixas concentracoes.

Palavras-chave: desinfeccdo, genotoxicidade, citotoxicidade, ranario,
quitridiomicose.
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Abstract

Ecotoxicological studies using amphibians have been expanded due to the
worldwide decline of several species with consequent loss of biodiversity and
among the processes responsible for the decline is the infection of frogs by
emerging diseases. Disinfection protocols have been tested in the treatment of
various diseases, with focused efforts on treatment of chytridiomycosis, a
disease caused by the fungus Batrachochytrium dendrobatidis, where the
bullfrog (Lithobates catesbeianus), created commercially, is indicated as a
vector of the disease because is resistant to several strains . In order to assess
the deleterious effects at bullfrog front of this disinfection, tadpoles of this specie
were exposed to different sublethal concentrations, which were 0.10mg/L,
0.88mg/L and 5,08mg/L, beyond the control negative and positive, in this case
the potassium dichromate (10.000mg/L). Blood samples were used to the
micronucleus test, microhematocrit and differential leukocyte count. Cytotoxicity
was observed, consisting of increased to nuclear anomalies in red blood cells
with altered at the end of the experiment, but the other tests showed no
significant differences between treatments with formaldehyde and the control
group, indicating that formaldehyde at these concentrations did not cause other
harmful effects that could be evidenced by this biomarkers. These results
contribute to the still scarce literature on the subject , and serve as basis for
experiments that assess possible effects of formaldehyde in bullfrog tadpoles
exposed to low concentrations.

Keywords: disinfection, genotoxicity, cytotoxicity, bullfrog  farm,
chytridiomycosis.
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1. Introducéo

Estudos ecotoxicoldgicos utilizando anfibios tém se ampliado, em grande
parte, devido ao declinio mundial de diversas espécies com consequente perda
da biodiversidade (Webb et al., 2007; Schloegel et al., 2010; Verdade et al.,
2010; Schloegel et al., 2012). Dentre os processos responsaveis pelo declinio
esta a infeccdo de anuros por doencas emergentes, dentre elas o ranavirus e a
quitridiomicose, classificados como os patégenos de maior importancia no
comeércio internacional de anfibios segundo a Office International des
Epizooties (OIE) e pelo Groupon Amphibian Diseases (Hyatt et al., 2007).

Protocolos utilizando diferentes agentes quimicos foram testados como
medida preventiva ou terapéutica para controle do ranavirus (Bryan et al.,
2009), porém a grande maioria dos protocolos atuais tém centrado esforcos no
tratamento contra a quitridiomicose.

Esta doenca € causada por zodsporos do fungo Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd), fungo que se aloja dentro das células de regides
gueratinizadas, e se encontram cercados por estruturas celulares modificadas,
explicacédo da grande sensibilidade do fungo aos fungicidas em testes in vitro e
a dificuldade de cura em testes in vivo (Longcore et al., 1999; Berger et al.,
2005). Controlar esta doenca e estabilizar as populacdes de anfibios
ameacadas de extingdo, em cativeiro e na natureza, se tornou uma prioridade
na conservacdo de anfibios (Muijsers et al., 2012). A grande problemética
acerca da quitridiomicose envolve entre outros fatores, a ranicultura, onde as
doencas as quais 0s anuros estao susceptiveis representam uma séria ameaca
aos ecossistemas aquaticos, seja através de uma visao produtiva ou ecoldgica
(Neves, 2012). A espécie Lithobates catesbeianus, popularmente conhecida
como ra-touro, espécie alvo da criacdo em ranarios no Brasil (FAO, 2014), é
considerada um dos principais agentes vetores da quitridiomicose, por ser
resistente a diversas cepas (Greenspan et al.,, 2012), entretanto, estudo
recente demonstra a sensibilidade da espécie conforme o estagio de
desenvolvimento e a viruléncia da cepa de Bd (Gervasi et al., 2013).

Para garantir a sanidade ambiental tanto dentro dos ranarios, quanto no
entorno, € imprescindivel que existam métodos de desinfeccéo eficientes que
Nao sejam nocivos aos animais tanto do cultivo, quanto nativos que por ventura
invadam as instalagdes, garantindo assim a ndo transmissao de doengas caso
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ocorra eventual contato entre os animais. O tratamento fungico, bacteriano e
parasitario é indicados na piscicultura, e dentre os produtos utilizados encontra-
se o formaldeido, indicado pela US Food and Drug Administration — FDA
(2002). Testes in vitro e também em ovos, larvas e peixes de cultivo confirmam
o potencial fungicida (Johnson et al., 2003;Cruz et al., 2005; Abtahi et al., 2006;
Nhu et al.,, 2011; Nouth e Selim, 2013), entretanto ndo existem protocolos
definidos para desinfeccdo em criacdes da ra-touro. Os anfibios anuros séo
utilizados como bioindicadores, pois além de sua sensibilidade, permanecem
intimamente ligados ao meio aquatico e terrestre, sendo a propria ra-touro, um
dos anfibios mais utilizados em testes ecotoxicolégicos (FI6-Neyret et al., 2001;
Rocha 2011; Ossana e Salibian, 2013).

Os avancos no tratamento clinico de algumas doencas de anfibios tém
apresentado sucesso terapéutico (Chinnaduraie e Kane, 2014), entretanto a
toxicidade dos agentes quimicos dificulta a padronizacdo de métodos eficazes
e seguros. Neste sentido, este estudo teve como objetivo determinar
concentracbes seguras da exposicdo de girinos de réa-touro (Lithobates
catesbeianus) ao formaldeido, avaliando efeitos de genotoxicidade,
citotoxicidade e alguns parametros hematolégicos. Espera-se que 0s
resultados de toxicidade do formaldeido obtidos neste estudo possa servir

como base para o delineamento de protocolos de desinfeccéo para a espécie.

2. Materiais e Métodos

O trabalho foi executado no Laboratério de Toxicologia Aquatica do
Instituto de Pesca, APTA/SAA, Sao Paulo, Brasil. Os girinos de Lithobates
catesbeianus utilizados na experimentacdo foram adquiridos em ranario
comercial do estado de Sdo Paulo. O teste seguiu as recomendacOes da
American Public Health Association-APHA (1998), ABNT (2011) e American
Society for Testing and Materials-ASTM (2007),.

Testes anteriores determinaram a Concentracao Letal Mediana (96h) do
formaldeido (Vetec® - Brasil) para girinos da ra-touro na mesma fase de
desenvolvimento como 10,53mg/L. A partir deste resultado, foram
determinadas trés concentra¢cdes nominais de formaldeido a serem utilizadas
(CLso/2, CLsp/10, CLsp/100): 5,26mg/L, 1,05mg/L e 0,10mg/L, além do controle
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negativo, sem adicdo do produto, e de um positivo. A utilizacdo do dicromato
de potdssio a 10.000mg/L, se deu por se tratar de um composto
conhecidamente genotdxico para a espécie alvo (Monteiro et al.,, 2010). No
Brasil, o Ministério do Trabalho (Brasil, 1978) determinou o patamar de
exposicao ocupacional para humanos de 1,6 a 2,3ppm até 48/semana, valores
aproximados ao testado no experimento, ndo havendo extrapolagdo do limite
de exposi¢cdo humana.

Os girinos com peso médio de 9,43+1,38g e estagio de desenvolvimento
31 a 36 (Gosner, 1960), foram previamente aclimatados durante sete dias em sala
climatizada (22°C+ 1,0), mantidos em fotoperiodo controlado de 12:12, alimentados
diariamente com 0,5% da biomassa/dia (racéo farelada com 40 de proteina bruta,
12% de fibras e 8% de extrato etéreo), ofertada em duas porcdes diarias. Utilizou-se
agua de abastecimento publico declorada por pernoite durante a aclimatacdo e ao
longo do experimento. O teste de toxicidade cronica teve duragdo de 12 dias,
conduzido em sistema semi-estatico com renovacdo das solugbes a cada 48
horas, sendo que a preparacdo da solucdo estoque de formaldeido foi
realizada no dia exato das trocas, devido a alta volatilidade do composto. A
avaliacdo dos parametros de qualidade da &gua (pH, temperatura, oxigénio
dissolvido e condutividade elétrica) ocorreu antes e apds a renovacao das
solucbes, sendo que trinta minutos antes das renovacfes o0s animais foram
alimentados com 0,5% biomassa a cada dois dias, utilizando a mesma racéo da
aclimatacéo, e os registros de mortalidade feitos diariamente

Durante o experimento, os girinos foram mantidos em aquarios contendo
12L e aeracdo constante, sendo quatro réplicas por tratamento e densidade de
1girino/L, com excecdo do controle positivo, que devido a sua toxicidade,
consistia em apenas 1 aquario.

Para determinar a concentracdo efetiva do formaldeido na &gua,
amostras de 500mL foram retiradas de um aquario por tratamento antes e apés
a renovacao total das solugdes. A analise correspondente aos valores nominais
de 1,05mg/L e 5,26mg/L, foi realizada por detec¢cdo em espectrofotdmetro e
obteve concentracfes efetivas de 0,88mg/L e 5,08mg/L, respectivamente. A
concentragdo de 0,10mg/L n&o foi mensurada por ser inferior ao limite de

detecc¢do do teste utilizado nas anélises.
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No momento zero, portanto, anterior ao inicio do experimento, coletou-se
amostras sanguineas de 12 girinos, a fim de avaliar os valores iniciais dos
biomarcadores utilizados no teste. Ao longo do teste cronico foram coletadas
amostras de trés animais por aquario as 96, 192 e 288 horas apés o inicio do
experimento para realizacdo do teste de microndcleo. A retirada do sangue
ocorreu por puncao do vaso caudal utilizando lidocaina como anestésico local.

As laminas, pré-lavadas, foram feitas em duplicata, fixadas em metanol
PA durante 10 minutos, secas ao ar, imersas em acido cloridrico 5N por outros
10 minutos, e coradas pelo método de Fuelgen/Fast Green, adaptado para
girinos de L. catesbeianus (Ferreira et al., 2003). Para contabilizacdo da
quantidade de MN existentes, foram avaliados 2.000 eritrocitos por laminas
(n=165), e a leitura realizada em microscoépio de luz, com objetiva de imersao
(1000 x) em teste cego. Além da frequéncia de MN foram verificadas também
anomalias na carioteca, tais como picnose e cariorrexe. Esta analise qualitativa
determinou 2 categorias de contagem (preservada e alterada), sendo
considerados valores abaixo de 20% de eritrocitos com anomalias nucleares
como presenca de carioteca preservada e superiores a 50%, alterada. A fim de
complementar as informac¢des hematoldgicas, o sangue coletado no momento
zero (inicial) e ao final do experimento (288 horas), também foi utilizado para
determinacdo do hematécrito (Ht), que se deu pelo método do
microhematdcrito, além da preparacdo de laminas destinadas a contagem
diferencial de leucdcitos coradas pelo método Rosenfeld (Ranzani-Paiva et al.,
2013).

A andlise estatistica dos dados de qualidade da agua foram submetidos a
analise de tendéncia central e disperséo, avaliando o coeficiente de variagdo. A
contagem de micronucleos (Y) em funcdo da dosagem de formol (X, mg/L) e
tempo de exposicao foi ajustada por um modelo linear generalizado (GLM)
assumindo a distribuicdo de Poisson como funcdo de distribuicdo da variavel
resposta. Para a parte sistematica do GLM de Poisson foi dado por E(Y) = u =
ePotB1D+B2T onde, Bo, B1 € B2 SA0 parametros de intercepto e inclinacdo do
modelo, D é a dosagem de formol e T o tempo de exposi¢cdo. “D” foi
considerado uma variavel categorica com 3 niveis: controle negativo, 0,10
mg/L, 0,88 mg/L e 5,08 mg/L, o tempo de exposi¢cao variou entre 98 e 288

horas. O percentual de explicagdo do modelo foi calculado como
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null deviance—residual deviance

, x 100, a probabilidade de significancia do efeito
null deviance

dosagem de formaldeido e do tempo de exposicdo foram obtidas pela
comparacdo da razdo de verossimilhanca (likelihood ratio test - LRT) do
modelo completo com os modelos parciais, tendo somente um dos fatores
incluso (Zuur et al., 2009). Os dados hematolégicos (microhematocrito e de
contagem diferencial de leucécitos) foram submetidos ao teste de normalidade
(Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variancias (Levene) Em caso de dados
paramétricos, aplicou-se o teste “t” e ANOVA, e para andlise de dados néo-
paramétricos, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis, e Bonferroni a posteriori,

considerando diferencas significativas quando p<0,05 (Zar, 1999).

3. Resultados e Discusséo

As variaveis de qualidade da 4gua apresentaram valores médios de pH
de 6,06+£0,92, temperatura de 22,31+1,52°C, oxigénio dissolvido de
7,55+1,65mg/L e condutividade elétrica de 69,15+14,03uS/cm. Os parametros
se mantiveram dentro dos valores consideraveis aceitaveis para a manutencéo
deste tipo de organismo em ensaios toxicologicos (Lombardi et al., 2002),
permanecendo estaveis durante a realizacdo do teste, sendo que ao longo do
experimento ndo houve mortalidade entre os tratamentos.

Houve uma relagcéo positiva entre a contagem média de micronucleos e
o tempo de exposicao (LRT = 49,38, p < 0,001) visualizado na Figura 1, porém
ndo houve relacdo com a dosagem de formaldeido (LRT = 5,54, p = 0,136). O
percentual de explicacdo do modelo foi de 16%, sendo que o modelo somente
com o tempo de exposicao incluso explicou 14,4%. Os percentuais médios de
MN foram de 1,42 no momento zero, 1,40 no controle negativo, 1,51 em
0,10mg/L, 1,62 em 0,88mg/L, 2,12 em 5,08mg/L e 4,67 no controle positivo, 0
que possibilita afirmar uma maior incidéncia de microndcleos em animais
expostos ao dicromato de potassio, entretanto devido ao fato de o controle
positivo ser composto por apenas 1 aquario, a quantidade de animais
analisados foi menor, um total de 12 girinos enquanto 0s outros tratamentos

analisaram um total de 36.
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Figura 1: Grafico “box-plot” da frequéncia de microndcleos, em girinos de Lithobates
catesbeianus, medidos nos diferentes momentos (Oh, 96h, 192 e 288h) ao longo do
periodo de experimentacgao.

Os resultados do presente estudo nao evidenciaram alteracbes na
frequéncia de MN nas concentracdes de 0,10, 0,88 e 5,08mg/L, entretanto
outros estudos demonstram alteracBes histolégicas, onde concentracdes de
1,25, 2,5 e 5mg/L de formaldeido gera alteracdo nas fungdes mucociliares no
palato da ra-touro em ensaio agudo in vitro (FI6-Neyret et al., 2001). Bueno-
Guimaraes et al. (2001), avaliaram concentracoes de 0,5 e 2mg/L deste
quimico em girinos da mesma espécie, encontrando hiperplasia da epiderme
as 48h de exposicao e do epitélio branquial as 24 e 96h, porém sem registro de
mortalidade.

O poder fungicida do formaldeido foi comprovado em teste in vitro a
10mg/L, utilizando cultura do fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Johnson et
al., 2003). O uso de 25mg/L de formaldeido durante quatro dias é indicado no
tratamento da quitridiomicose em Xenopus tropicalis, mesmo havendo
mortalidade nas primeiras 48h (Parker et al., 2002). Entretanto, esse valor &
superior a CLspgen calculada para a ra-touro, de 10,53mg/L, havendo a
necessidade de adaptar o protocolo. As propriedades fisioloégicas da pele de
anfibios proporcionam oportunidades e desafios para a administracdo de
medicamentos que séo exclusivas a este taxon, qualquer medicamento tépico
aplicado a um anfibio, embora permita facil administracdo, deve considerar a
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existéncia de um grau de absorcao sistémica, visto que ha aumento do risco de
toxicidade sistémica com o uso de algumas medicacdes topicas (Chinnaduraie
e Kane, 2014). No tratamento parasitario de anfibios, que incluem a infestacao
por Trichodina spp, séo indicados banhos de 1,5mg/L de formaldeido durante
10 minutos a cada 48h até total desinfestacdo (Pessier, 2002), levando em
consideracdo o0s resultados dos testes realizados com a ra-touro, a
concentracdo de 1,5mg/L ndo gerou efeitos genotoxicos bem como no
microhematdcrito e contagem diferencial de leucdcitos, entretanto, como ja
descrito, gera alteracfes histolégicas nas branquias e pele que néo levaram a
letalidade.

Diversas concentracfes de formaldeido tém sido testadas acerca da
eficacia quimioterapica e os possiveis efeitos nocivos no tratamento também
em outros animais aquaticos, sendo que alevinos de jundia infectados com
Ichthyophthirius multifiliis tratados com o método recomendado para a maioria
dos peixes tropicais, que consiste em banho profildtico de 790mg/L de
formaldeido ao longo de 1 hora durante 4 dias, apresentaram hiperplasia das
branquias e alta mortalidade, indicando alta toxicidade do formaldeido para
esta espécie (Carneiro et al., 2006). Estudo realizado com corredora bicuda
(Corydora melanistius) exposta as concentracfes de 0,3 a 200mg/L (96h) néo
apresentaram alteracGes histolégicas nas concentracdes abaixo de 50mg/L,
indicando baixa toxicidade para a espécie (Santos et al., 2011), entretanto,
valores abaixo de 50mg/L testados em de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
apresentaram genotoxicidade, com aumento na frequéncia de MN proporcional
ao aumento das concentracdes (Mert et al., 2014).

A citotoxicidade pode estar relacionada ao surgimento do cancer através
da estimulacao da divisdo celular sendo, portanto, um evento relevante para a
carcinogénese. Substancias genotdxicas geram, além do MN, outras anomalias
nucleares. A picnose e cariorrexe sdo anomalias nuclear relacionadas a
apoptose celular, que em excesso indicam resposta a um dano genotoxico
(Tolbert et al., 1992; Krauter, 1993; Ferreira et al., 2003). Neste estudo,
agrupando os resultados em apenas cariotecas “preservadas” e “alteradas”,
houve aumento das células com anomalias nucleares ao longo do experimento
(Figura 2), passando de 25% (momento zero) para 50% nas maiores

concentracdes de formaldeido (0,88 e 5,08mg/L), indicando que o formaldeido
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gera uma relacdo positiva entre o acréscimo das anomalias nucleares e

aumento das concentracOes utilizadas.

80% -+
70% -
60% -
50% -
40% - M preservada
30% 1 alterada
20% A

10% -

0% T T T T T
Oh Controle 0,10mg/L 1,05mg/L 5,26mg/L
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Percentual de carioteca alterada/2000 eritrécitos

Tratamentos

Figura 2: Grafico da frequéncia de eritrocitos de girinos de Lithobates catesbeianus,
que apresentaram anomalias nucleares nos diferentes tratamentos (momento zero -
Oh, controle negativo, 0,10mg/L, 0,88mg/L e 5,08mg/L) ao longo do periodo de

experimentagao.

Os percentuais médios de Hematdcrito (Ht) obtidos no momento zero,
controle negativo, 0,10mg/L, 0,88mg/L, 5,08mg/L e no controle positivo foram
respectivamente 34%, 35,58%, 31,75%, 31,92%, 33,75% e 31%. Os valores de
Ht medidos no momento zero e controle negativo foram submetidos ao teste t
e nao apresentaram diferenca significativa (p=0,33), 0 que nos possibilita
afirmar que os animais se mantiveram em condi¢cdes estaveis durante o
experimento. Os valores medidos entre os tratamentos de formaldeido e o
controle negativo ndo demonstraram diferencas significativas (p=0,29) (Figura
3). Com base nos testes foi possivel concluir que ndo houve alteracdo dos
percentuais de Ht na exposicdo dos girinos ao formaldeido.

Girinos de ra-touro expostos ao sulfato de zinco ao longo de 14 dias
também ndo apresentaram alteragcdo nos percentuais de hematocrito, embora
alteracdes hematoldgicas tenham sido encontradas (Marcantonio et al., 2011),
entretanto a tilapia do Nilo, quando exposta ao formaldeido a 25mg/L durante

10 dias apresentou diferenca no percentual de hematdcrito, além de apresentar
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alteracdes histologicas nas branquias, baco, rim, hepatopancreas e musculo
(Nouth e Selim, 2013).

48
44
40 1
36-

3249

Hematocnto (%)

28-
24-

20- T

16+

Oh 0.10mg/L 5.08mg/L
Conirole 0.88mg/L
negativo

Figura 3: Grafico “box-plot” dos percentuais de hematdcrito de girinos de Lithobates
catesbeianus, medidos no momento zero (Oh) e nos diferentes tratamentos de

formaldeido (controle negativo, 0,10mg/L, 0,88mg/L e 5,08mg/L).

Os dados da contagem diferencial de leucécitos (Tabela 1)
apresentaram alteracdo no percentual de linfocitos e neutrdfilos entre o
momento zero e controle negativo. Isto se deve a possivel alteracao da cinética
hematoldgica ao longo do teste e adaptacdo dos animais. Ndo houve diferenca
entre os percentuais medidos nos diferentes tratamentos (controle negativo,
0,10mg/L, 0,88mg/L e 5,08mg/L) ao final do teste (p>0,05), portanto ndo houve
alteracdo nos percentuais de leucdcitos do sangue periférico dos girinos apos

exposicao ao formaldeido.

Tabela 1: Percentuais da contagem diferencial de leucécitos, de girinos de Lithobates
catesbeianus, no inicio do experimento (Momento Zero — 0h) e no final do experimento
(288h — controle negativo, 0,10mg/L, 0,88mg/L e 5,08mg/L).

Linfécitos Neutrdfilos Basofilos Eosindfilos Monécitos

(%) (%) (%) (%) (%)
Momento Zero 89,50 5,28 2,42 1,77 1,03
Controle Negativo 95,01 2,11 1,44 0,90 0,54
0,10mg/L 95,85 2,10 0,96 0,67 0,42
0,88mg/L 93,31 2,56 2,60 1,26 0,27
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5,08mg/L 93,06 2,46 2,06 1,66 0,76
Controle Positivo 94,07 2,37 1,87 1,20 0,48

Existe maior dificuldade em desenvolver uma estratégia de tratamento
que seja eficaz para diversas espécies, e embora o campo veterinario que trata
da terapéutica de anfibios ainda esteja em um estagio inicial, ele vem
crescendo ao longo dos Ultimos anos (Chinnaduraie e Kane, 2014). O
formaldeido, quando utilizado em baixas concentracdes indicou a citotoxicidade
do agente quimico devido ao aumento da quantidade de eritrécitos com
anomalias nucleares, entretanto ndo produziu efeitos visiveis através dos
biomarcadores utilizados, visto que nao foram encontradas alteracbes na
frequéncia de MN, percentual de hematoécrito e contagem diferencial de
leucocitos nos girinos de L. catesbeianus, concomitante ao aumento das
concentracOes utilizadas.

A classificagdo do formaldeido como um composto de baixa toxicidade
nao garante que este possa ser utilizado sem comprometer o bem-estar animal
(Santos et al., 2012), portanto, a fim de minimizar o risco de afirmar que o
formaldeido ndo seria um composto genotoxico nestas concentracdes subletais
para L. catesbeianus, é necessario propor a realizacdo de estudos
complementares que avaliem outros possiveis efeitos nocivos gerados por

diferentes biomarcadores em girinos expostos.
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Consideracdes Finais

O formaldeido é indicado na aquicultura como produto profilatico por
possuir acao fungicida, bactericida a parasitario, entretanto a literatura acerca
dos niveis de tolerancia dos anfibios ao formaldeido ainda é escassa, assim
como a utilizacdo deste agente quimico como produto profilatico.

A concentracdo letal mediana do formaldeido calculada as 96h sobre
girinos de ré-touro € de 10,53mg/L, sendo que valores entre 6mg/L e 18mg/L
de formaldeido apresentaram potencial genotoxico ao final do experimento.

A ré-touro (Lithobates catesbeianus) se mostrou um bioindicador eficaz
de genotoxicidade, tendo aumento da frequéncia de MN e anomalias nucleares
concomitante ao aumento das concentracdes de formaldeido. A exposicao
cronica a concentracdes subletais (0,10, 0,88 e 5,08mg/L) gerou citotoxicidade,
com aumento de anomalias nucleares nas maiores concentragfes as 288h
quando comparado com o controle negativo. Portanto, concentragbes de
formaldeido da marca Vetec® ndo apresentaram alteracdes na frequéncia de
micronucleo, percentual de hematdécrito e na contagem diferencial de leucocitos
do sangue periférico de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus).

Tendo como base estes resultados, que n&o indicaram alto potencial
téxico do formaldeido aos girinos, a classificacdo deste agente quimico como
um composto de baixa toxicidade ndo garante que este possa ser utilizado
como produto profilatico sem comprometer o bem-estar animal, sendo
necessario propor estudos complementares que avaliem outros possiveis

efeitos nocivos aos girinos expostos a baixas concentracdes de formaldeido.
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ANEXOS



ANEXO 1 - Conta utilizada na preparacéo das solucdes

A equacdo matematica utilizada para preparacao das solucdes de
formaldeido ao longo dos testes esta descrita abaixo:

Cl.Vl = Cz.Vz
Onde,

C1= Concentracao inicial (solucéo estoque);

V1= Volume a ser pipetado da solucao estoque;

C2= Concentracao final (aquela que se pretende preparar);
V2= Volume final da solu¢do que se deseja preparar.

ANEXO 2 - Fuelgen-Fast Green: Adaptacdo do corante de Schiff (reacdo de
Fuelgen) e Fast Green para girinos de Lithobates catesbeianus (Ferreira et al.,
2003)

A adaptacdo consiste em basicamente duas etapas:

e Coloracdo com Reativo de Schiff: cora somente o DNA nuclear das
células com tonalidade rosa intenso.

e Coloracao com Fast Green: cora somente o citoplasma das células com
tonalidade verde.

Para o sucesso da coloracéo, as laminas devem ser fixadas em Metanol PA
por dez minutos, secas ao ar e imersas em uma solucao de acido cloridrico 5N
por mais dez minutos. Quando secas, as laminas devem ser colocadas no
Reativo de Schiff durante 120 minutos em refrigeracdo. Apos este periodo, as
laminas devem ser lavadas em &agua corrente durante 5 minutos e secar a
temperatura ambiente.

Em seguida todo o material deve ser transferido para a solugdo de Fast
Green por um periodo de 30 segundos a 5 minutos, tempo que varia conforme
idade e uso do corante.

As laminas recém coradas devem ser passadas em duas baterias de alcool

absoluto para retirar 0 excesso de corante, e entdo secas ao ar. Apds 0O
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processo de coloracdo, sugere-se que as laminas sejam montadas em
Permount.
Coloracao Rosenfeld (Rosenfeld, 1947; Ferreira et al., 2003)

O corante Rosenfeld é uma mistura dos corantes May-Grunwald e
Giemsa, o0 método consiste na pipetagem de 10 gotas do corante por cima da
extensdo sanguinea, adiciona-se 4gua destilada sobre as laminas
homogeneizando as mesmas com o auxilio de um bastéo de vidro, deixando
contra-corar por mais 10 minutos. ApOs a coloracdo, as laminas devem ser
lavadas na agua da torneira, e entdo secas ao ar. Caso haja excesso de
corante na extensdo, existe a necessidade de um banho rapido da lamina em
Metanol PA.

ANEXO 3 - Figuras ilustrativas

Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Figura 1. Esquematizacdo experimental do teste de exposicdo aguda,
contendo as concentragbes de 6mg/L, 9mg/L, 12mg/L, 15mg/L, 18mg/L de

formaldeido (Vetec®), além do controle negativo, sem adi¢éo do produto.



Controle

Negativo

Controle

Negativo

Controle

Negativo

Controle

negativo

. CLSO/

1,05mg/L 5,26mg/L
1,05mg/L 5,26mg/L
1,05mg/L 5,26mg/L
1,05mg/L 5,26mg/L

Figura 2: Esquematizacdo experimental do teste de exposicdo cronica,

contendo as concentragdes nominais de 0,10mg/L, 1,05mg/L e 5,26mg/L de

formaldeido (Vetec®), além do controle negativo (sem adicdo do produto) e

controle positivo (10000mg/L de dicromato de potassio).

girinos.
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Figura 4: Tanques de agua de
abastecimento  declorada por

pernoite.

Figura 5: Delineamento
experimental do teste de

exposicao aguda.

Figura 6: Vista aproximada do aquario de
18mg/L pertencente ao teste de exposicao
aguda (énfase aos animais mortos e apenas

1 sobrevivente)
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Figura 7: Delineamento

experimental do teste de

exposi¢ao cronica.

Figura 8: Delineamento experimental do

teste de exposicdo crbnica.

Figura 9: Coleta sanguinea do
vaso caudal utilizando a pipeta.
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Figura 10: Coleta sanguinea no
capilar de hematdcrito.

Figura 11: Microndcleo em eritrocito de
girino de ra-touro (Lithobates
catesbeianus) analisado em obijetiva de
imersao

Figura 12: Eritrécitos de girinos de
ré-touro (Lithobates catesbeianus)
com carioteca preservada.

Figura 13: Eritrocito de ré-touro
apresentando microndcleo, cariorrexe e
picnose.
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ANEXO 4 - Tabelas complementares

Tabela 1: Peso dos girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) no inicio do
experimento.

ControleNegativo ~ 0,10mg/L  0,88mg/L 5,08mg/L  Controle Positivo

réplica 1 9,2 10,6 10,4 10,2 9,2
9,4 3,1 10,8 8,2 9,4
9,5 10 8,9 8,3 9,5
12,1 8,4 10,3 8,3 12,1

12 9,9 9,6 10,2 12
9,5 7.9 9,8 12,2 9,5
11,4 9,6 8,7 11,4 11,4
10,2 7 10,8 7,8 10,2
8,9 7,8 8,8 11,7 8,9
9,7 8,4 10,1 8,2 9,7
10,8 7,9 10,7 8,2 10,8
9,2 11,7 9,6 10,1 9,2

réplica 2 8,2 10,1 11,7 11,3
12,1 9,1 8,8 11,5
10,2 11,8 8,3 7,2
7,9 9,8 11,9 9,5

9 114 9,6 10
11,1 9,4 7,8 8,7
8,7 7 10,7 10,1
7.4 8,4 10,4 9,3

8 7,6 7.4 8,4
8,3 10,1 7,3 7,7
8,1 7 7,6 9,6

9 7,7 11,1 10,7

réplica 3 12 10,1 9 8,7
9,4 7,2 11,6 11,6
8,2 11 10,8 11,4
8,2 9,9 9,1 10,2
8,1 10,3 7,5 7,6
8,7 8,7 8,4 10
8,5 9,6 10,8 11,1
9,8 10 8,9 7,9
8,7 11,1 10,1 9,9
7,7 8,7 9,4 9,4
8,90 9,30 7,90 7,50
10,7 9,1 9,6 8,4

réplica 4 10,2 10,7 9,2 8,7
11,4 9,5 11,6 10,2
8,8 11,4 11,4 9,9
8,7 9,7 9,6 9,7
9,5 9,3 7.2 9
9,2 9,2 9,2 9,1
8,2 7,8 8,4 10
8,2 9,1 9,8 7,4
8,9 9,3 8,8 8,4
8,4 10 11,2 6,7

9 9,6 11,6 9,5

7 11,1 10,7 8,1
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média 9,30 9,24 9,64 9,36 10,16
desvio padréo 1,29 1,57 1,31 1,37 1,14

Tabela 2: Valores da analise de concentracdo efetiva de formaldeido na agua
nas quatro diferentes trocas de solugéo (0Oh, 96h, 144h e 240h).

1,06 mg/L  5,26mg/L

troca 1 (Oh) 0,9 3,9
troca 2 (96h) 11 5,9
troca 3 (144h) 0,7 5,7
troca 4 (240h) 0,9 4,8
média 0,88 5,08

Tabela 3: Contagem de micronucleo e analise da carioteca dos diferentes
tratamentos (momento zero, controle negativo, 0,10mg/L, 0,88mg/L, 5,08mg/L
e controle positivo) nos momentos Oh, 96h, 192h e 288h.

Lamina Tratamento Momento Micronucleo Carioteca
1 Momento Zero Oh 0 preservada
2 Momento Zero Oh 4 alterada
3 Momento Zero Oh 4 alterada
4 Momento Zero Oh 0 preservada
5 Momento Zero Oh 0 preservada
6 Momento Zero Oh 0 preservada
7 Momento Zero Oh 2 preservada
8 Momento Zero Oh 1 preservada
9 Momento Zero Oh 1 preservada
10 Momento Zero Oh 3 alterada
11 Momento Zero Oh 1 preservada
12 Momento Zero Oh 1 preservada
13 Controle negativo 1 96 h 0 alterada
14 Controle negativo 1 96 h 1 preservada
15 Controle negativo 1 96 h 1 preservada
16 Controle negativo 2 96 h 0 preservada
17 Controle negativo 2 96 h 1 alterada
18 Controle negativo 2 96 h 2 preservada
19 Controle negativo 3 96 h 6 preservada
20 Controle negativo 3 96 h 0 preservada
21 Controle negativo 3 96 h 1 preservada
22 Controle negativo 4 96 h 0 preservada
23 Controle negativo 4 96 h 0 preservada
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

Controle negativo 4
0,10mg/L 1
0,10mg/L 1
0,10mg/L 1
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L 4

Controle positivo
Controle positivo
Controle positivo

Controle negativo 1

Controle negativo 1

Controle negativo 1

Controle negativo 2

Controle negativo 2

Controle negativo 2

AR WWWNDNMNNPERPPRPPAREAPMNWWWDNNNRERPPRPPEPRARRPAWWWDNDNDNDN

96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
96 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h

P RPOONO! OOONORFRPRPFPOOWORFRPLROOOOOOoODOo

OCOO0OUITOONNPFPOONOPFRPOR~APL ORI

preservada
preservada
preservada
preservada
preservada
preservada
preservada
preservada
preservada
alterada
preservada
preservada
preservada
preservada
alterada
alterada
preservada
preservada
alterada
preservada
alterada
preservada
preservada
preservada
preservada
preservada
preservada
alterada
alterada
preservada
preservada
preservada
alterada
preservada
preservada
preservada
preservada
alterada
preservada
preservada
alterada
alterada
preservada
preservada
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70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115

Controle negativo 3
Controle negativo 3
Controle negativo 3
Controle negativo 4
Controle negativo 4
Controle negativo 4
0,10mg/L 1
0,10mg/L 1
0,10mg/L 1
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L 4
Controle positivo
Controle positivo
Controle positivo
Controle negativo 1

AR WWWMNDNNREPPRPPARARDNWWWNNNREPRPEPRAEDMNWWWDNDNDDN

192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
192 h
288 h

NOUOIFRP,PWOUIlT OCOWERLRANNWPEFPO:! ONMNNMNOUIOOPRAEP, NEL, 1 OO

O O RAOOOONWWOPIMI

preservada
preservada
preservada
alterada
alterada
preservada
alterada
alterada
preservada
alterada
preservada
alterada
alterada
alterada
preservada
alterada
preservada
preservada
alterada
alterada
alterada
preservada
preservada
alterada
alterada
alterada
alterada
alterada
alterada
alterada
alterada
preservada
preservada
alterada
alterada
preservada
preservada
alterada
alterada
preservada
alterada
alterada
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116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
148
149
150
145
146
147
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161

Controle negativo 1
Controle negativo 1
Controle negativo 2
Controle negativo 2
Controle negativo 2
Controle negativo 3
Controle negativo 3
Controle negativo 3
Controle negativo 4
Controle negativo 4
Controle negativo 4
0,10mg/L 1
0,10mg/L 1
0,10mg/L 1
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,10mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
0,88mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L
5,08mg/L

AR WWWOWNNMNNRERPPRPPARARDNWWWDNNNRERPPRPPEPARERDPMWWWDNDNDDN

288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h
288 h

P RPOOUOFRLPNORPWNPOOWWMNWRARRPLPNOOOUINOOWONOWOU W

=
o

OFRPOONRARWOOO WO

alterada
alterada
alterada
preservada
alterada
preservada
preservada
preservada
preservada
alterada
preservada
alterada
alterada
preservada
preservada
alterada
preservada
alterada
preservada
alterada
preservada
preservada
preservada
preservada
alterada
preservada
preservada
alterada
preservada
alterada
preservada
alterada
preservada
alterada
preservada
alterada
alterada
preservada
preservada
alterada
preservada
alterada
preservada
alterada
preservada
alterada
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162 5,08mg/L 4 288 h 6 alterada
163 Controle positivo 288 h 1 preservada
164 Controle positivo 288 h 3 preservada
165 Controle positivo 288 h 7 alterada

Tabela 4: Contagem diferencial de leucocitos nos diferentes tratamentos
(momento zero, controle negativo, 0,10mg/L, 0,88mg/L, 5,08mg/L e controle
positivo) nos momentos Oh, 96h, 192h e 288h.

s g & & & £ & _
c 5 £ g O s 2 £ g
= £ : 5 % & § B ¢
«C 9 g E = \8 = \g S
— o = = o e )
— - pd o0 L =
1 Momento oh 8654 817 000 240 288 100
Zero
5 Momento oh 90,00 4,00 2,00 350 0,50 100
Zero
3 Momento Oh 8850 354 221 442 1,33 100
Zero
4 Momento Oh 8966 5,91 1,48 1,48 1,48 100
Zero
5 Momento Oh 9426 478 000 048 048 100
Zero
5 Mozmento Ooh 8597 362 679 226 1,36 100
ero
7 M(;rg?gto Oh 92,86 1,90 3,33 0,48 1,43 100
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10

11

12

115

116

117

118

119

120

121

Momento
Zero

Momento
Zero

Momento
Zero

Momento
Zero

Momento
Zero

Controle
Negativo 1

Controle
Negativo 2

Controle
Negativo 3

Controle
Negativo 2

Controle
Negativo 3

Controle
Negativo 4

Controle
Negativo 3

Oh

Oh

Oh

Oh

Oh

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

88,67

88,67

79,30

94,34

95,24

95,24

95,69

92,17

93,75

98,52

91,67

97,01

3,45

7,39

15,42

2,83

2,38

2,38

0,96

3,23

1,92

0,49

0,56

1,99

4,43

1,48

3,52

2,36

1,43

1,90

2,39

3,69

0,48

0,99

4,44

0,00

2,46

0,99

1,32

0,47

0,95

0,48

0,00

0,46

3,85

0,00

2,22

1,00

0,99

1,48

0,44

0,00

0,00

0,00

0,96

0,46

0,00

0,00

1,11

0,00

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

Controle
Negativo 4

Controle
Negativo 5

Controle
Negativo 4

Controle
Negativo 5

Controle
Negativo 6

0,10mg/L
1

0,10mg/L
1

0,10mg/L
1

0,10mg/L
2

0,10mg/L
2

0,10mg/L
2

0,10mg/L
3

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

96,62

98,04

99,01

87,38

96,15

96,55

97,49

97,50

98,02

95,00

95,00

0,48

1,47

0,00

9,71

1,44

0,99

1,01

1,00

1,49

0,00

3,00

0,00

0,49

0,50

0,97

2,40

0,00

0,00

1,00

0,50

2,78

1,00

0,48

0,00

0,00

1,46

0,00

0,99

0,50

0,50

0,00

1,11

1,00

2,42

0,00

0,50

0,49

0,00

1,48

1,01

0,00

0,00

1,11

0,00

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

0,10mg/L
3

0,10mg/L
3

0,10mg/L
4

0,10mg/L
4

0,10mg/L
4

0,88mg/L
1

0,88mg/L
1

0,88mg/L
1

0,88mg/L
2

0,88mg/L
2

0,88mg/L
2

0,88mg/L 4

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

93,60

91,79

98,95

94,34

94,06

99,01

91,07

87,38

92,17

93,46

100,0

591

6,28

0,53

1,42

1,98

0,50

4,46

4,85

3,23

0,93

0,00

0,00

0,48

0,53

1,89

2,97

0,00

3,57

7,28

1,84

5,14

0,00

0,00

0,97

0,00

2,36

0,99

0,50

0,89

0,49

2,30

0,47

0,00

0,49

0,48

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,46

0,00

0,00

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

0,88mg/L 4

0,88mg/L 4

0,88mg/L
3

0,88mg/L
3

0,88mg/L
3

5,08mg/L
1

5,08mg/L
1

5,08mg/L
1

5,08mg/L
2

5,08mg/L
2

5,08mg/L
2

5,08mg/L
3

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

96,15

89,11

89,50

94,50

96,00

97,50

92,50

91,54

93,03

91,50

0,77

7,43

2,00

2,00

3,00

0,50

2,50

1,49

1,00

2,00

2,31

0,50

2,00

3,00

0,50

1,00

2,50

2,99

1,00

3,00

0,77

1,49

5,50

0,50

0,50

0,50

1,00

2,99

3,98

3,00

0,00

1,49

1,00

0,00

0,00

0,50

1,50

1,00

1,00

0,50

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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158

159

160

161

162

163

164

165

5,08mg/L
3

5,08mg/L
3

5,08mg/L
4

5,08mg/L
4

5,08mg/L
4

Controle
Positivo

Controle
Positivo

Controle
Positivo

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

288h

95,50

94,50

90,00

95,00

86,54

92,49

96,62

97,09

2,00

0,50

6,00

1,00

7,05

1,16

1,93

1,46

1,50

4,00

0,50

2,50

3,21

3,47

0,97

0,00

1,00

0,50

2,50

1,00

1,28

1,16

0,00

0,97

0,00

0,50

1,00

0,50

1,92

1,73

0,48

0,49

100

100

100

100

100

100

100

100
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