» REALEZA

16 E 17 DE OUTUBRO

AVALIACAO DE GENOTOXICIDADE CAUSADA POR AGROTOXICOS EM
ANFIBIOS

ALEXANDRE FOLADOR "**, NATANI MACAGNAN?** CAMILA F. RUTKOSKI*,
VRANDRIELI J. SKOVRONSKI**, MARILIA T. HARTMANN?*®

1 Introducao/Justificativa

Cipermetrina ¢ o inseticida mais utilizado no Brasil, tanto na agricultura quanto na
medicina veterinaria e em produtos de saude publica. Consiste em um piretroéide sintético com
baixa toxicidade e possui caracteristicas limitadas de persisténcia do solo, contudo, ¢
altamente toxico para organismos aquaticos (SILVA, 2014). Os anfibios sdao um grupo de
vertebrados considerados biondicadores ambientais em virtude do seu ciclo de vida bifasico
(aquatico e terrestre) e por estarem em contato natural com contaminantes em seu habitat

(SILVA, 2014), podendo ser utilizados para avaliacdo de dano genotoxico de agrotoxicos.

O ensaio de microntcleo ¢ considerado uma técnica para diagnosticar genotoxicidade
e ¢ feito através da observacao de células de sangue a nivel microscopio. O microntcleo
consiste em uma anomalia celular, representada por um nucleo menor, separado do nucleo

principal, formado durante a tel6fase da mitose que provoca danos ao DNA.
2 Objetivos

O objetivo do estudo foi avaliar a genotoxicidade da formulagdo comercial de
cipermetrina no anfibio Physalaemus gracilis (Anura: Leptodactylidae), uma espécie nao-alvo

dos pesticidas e que vive em agroecossistemas.
3 Material e Métodos/Metodologia

A formulacao comercial testada de Cipermetrina continha 250 g/LL de ingrediente ativo
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e 723 g/L de ingredientes inertes. Para a obtenc¢ao das larvas de Physalaemus gracilis foram
coletadas as desovas totais na natureza, com menos de 24 horas de oviposicao, em um lago
localizado na Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS; latitude: -27,728681; longitude
-52,285852 graus).

As desovas foram colocadas em aquarios de 15 litros, com dgua desclorada, atendendo
os padrdes de potabilidade. A sala de criagao foi aclimatada, mantida com fotoperiodo de 12
horas claro/escuro, a umidade relativa do ar em 50-70 %, e a agua em 22-25 °C de
temperatura e 4-5 mg/L de oxigénio dissolvido. A partir do estagio 23 de Gosner (1960), as
larvas foram alimentadas com racdo comercial para peixes.

Foram realizados ensaios de toxicidade cronica, durante 168 horas (7 dias) com as
larvas no estagio de desenvolvimento 25 de Gosner (1960). Os ensaios foram realizados em
sextuplicata, com 10 larvas por recipientes de vidro, contendo agua potavel livre de cloro e a
concentragdo de cipermetrina a ser testada. Foi feito um controle negativo, somente com
agua, também em sextuplicata. Foram testadas cinco concentragcdes de -cipermetrina
consideradas ambientalmente relevantes, encontradas em aguas superficiais no Brasil, de
acordo com a literatura: 1 pg/L (BELLUTA et al., 2010), 3 pg/L (BELLUTA et al., 2010), 6
pg/L (ETCHEGOYEN et al., 2017 ) e 20 pg/L (CARLOS et al., 2010) e uma concentracao
intermediaria entre 6 ¢ 20 pg/L, que foi de 10 pg/L. A cada 24 horas os individuos foram
alimentados com ra¢ao comercial para peixes € os mortos foram computados e retirados.

Para andlise da genotoxicidade, foi realizado o teste do micronucleo. Para isso, ao
final do teste cronico, foram retiradas aleatoriamente 15 larvas de cada concentragdo e foi
extraida uma gota de sangue de cada uma. O sangue de cada larva foi colocado em uma
lamina de microscopia esterilizada, que foram secas a temperatura ambiente e fixadas em
metanol frio (4°C) durante 2 minutos. Posterior a fixagcdo, as laminas secas foram lavadas com
tampao fosfato (pH 7) durante 1 minuto. Na sequéncia, foram coradas em solu¢do de Giemsa
10% durante 15 minutos, ao abrigo de luz. Ao final dessa etapa, as laminas foram lavadas com
agua destilada para remover o excesso de corante e colocadas para secar em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, para posterior andlise da frequéncia de micronticleos. A analise
de micronucleos foi realizada com o auxilio de microscépio (objetiva de 100X), sendo

analisados 1000 eritrocitos de cada larva.

Para analise estatistica dos dados utilizou-se o software Statistic 8.0. As diferengas
entre o controle ¢ as outras concentragdes e, a determinagdao da concentragdao de efeito nao

observado (CENO) e concentragdo de efeito observado (CEO), foram feitas através da
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ANOVA, seguida do teste Dunnett, com 95% de confianga. Através da média geométrica de
CENO e CEO foi calculada a maxima concentragdo aceitavel de toxicante (MCAT). A
avaliacdo de risco ecoldgico foi realizada utilizando quociente de risco cronico (QRC =
CAE/CENQO) que consiste na divisdo da concentragdo ambiental estimada (CAE) de
cipermetrina dividida pelo CENO. O resultado de QRC foi comparado a um valor de
referéncia (1) estabelecido pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos. Se o
resultado obtido for superior a 1 indica que a formulagdo comercial do agrotoxico apresenta

potencial de risco cronico para a espécie estudada.
4 Resultados e Discussdo

Foram analisados 90947 eritrocitos nas cinco concentragoes testadas e controle. Foi
constatada a presen¢a de micronucleo em todas as concentragdes analisadas e a ocorréncia foi
proporcional ao aumento da concentragdo, com exce¢do da concentragdo de 10 Jg.L.
Houve diferenga significativa na ocorréncia de micronucleos nas larvas de P. gracilis em
relagdo ao controle (Fs=6,55 p<0,01), sendo significativo para as concentragdes de 6 ¢ 20
Jg L' de cipermetrina (teste de Dunnett, p<0,05).

Em rela¢do a genotoxicidade, o valor de CENO para P. gracilis foi de 3 Jg.L"' de
CEO foi 6 Yg.L"'. AMCAT foi de 4,24 JYg.L"' o que significa que concentragdes acima de
4,24 Jg " na agua sdo genotoxicas para P. gracilis.

Na avaliagao de risco ecologico foi utilizada a maxima concentracao de cipermetrina
na agua encontrada dentro da area de ocorréncia de P gracilis, que foi de 194 JgL’
(MARINO; RONCO, 2005). O quociente de risco foi de 64,66, estando superior ao nivel de
preocupacao (1), indicando risco cronico para as larvas de P. gracilis expostas a cipermetrina
e possivelmente para outros anfibios e animais aquaticos. Esses dados indicam que
cipermetrina deveria ser reavaliada para organismos nao-alvo.

A ocorréncia de micronucleo indica que a formulagdo comercial testada tem potencial
de causar dano genotoxico e que as concentragdes encontradas na agua apresentam risco
cronico para o anfibio P. gracilis. Esse resultado ¢ preocupante, visto que a concentragao de
cipermetrina permitida na 4gua de abastecimento no estado do Rio Grande do Sul ¢ de 300
Jg. L' estando bem superior as concentragdes testadas que causaram efeitos genotoxicos em

um vertebrado ndo alvo.
5 Conclusao

As concentragdes testadas sdo ambientalmente relevantes e podem estar presentes em
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agroecossistemas onde esta espécie e outros organismos aquaticos habitam, tendo potencial de
causar genotoxicidade. Sugere-se que sejam realizados mais estudos nessa € em outras
espécies nao alvo com outras formulagdes comerciais de cipermetrina a fim de verificar o

potencial genotoxico dos piretrdides.
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