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Agrotoxicos

/v Agricultura

Armas quimicas nas Guerras Mundiais == Agrotéxicos — Pecuaria
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(LONDRES, 2011; CARNEIRO et al., 2015)



Déc. 60-70: Inicio da utilizacao de agrotoxicos

2009: Banimento definitivo do DDT

Brasil

Avaliacdo Toxicologica (Anvisa/MS)
(Lei Federal n2 7.802) T Avaliagdo do Potencial de Periculosidade Ambiental (Ibama/MMA)

Classe | Extremamente toxicos

Classelll Altamente toxicos

Classe lll Medianamente toxicos

Classe |V Pouco toxicos

Fonte: Adaptado de Ibama (2013)

CLASSE ] el Produto perigoso ao meio ambiente

Fonte: Karam, Rios e Fernandes (2014)

(BRASIL, 1989)



Brasil

Consumo de agrotéxico no Brasil :
*Numeros em tonelada de ingrediente ativo g anklng da FAO SObre uso de

defensivos por hectare cultivado
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Fonte: IBAMA / Consolida¢do de dados fornecidos pelas empresas registrantes de produtos
técnicos, agrotoxicos e afins, conforme art. 41 do Decreto n* 4.074/2002.



Intoxicacoes

Ministério da Satide mmp ¥ 400.000 pessoas/ano
com ~ 4.000 mortes

~ 7.000.000 casos de doencas agudas e
OMS cronicas nao fatais
~ 70.000 casos que levam a dbito

(AUGUSTO et al., 2015; BURIGO et al., 2015)

Lista de alimentos com maior nivel de contaminagao por agrotodxicos

Pimentao - 91,8%
Morango - 63,4%
Pepino - 57,4%
Alface - 54,2%
Cenoura - 49,6%
Abacaxi - 32,8%
Beterraba - 32,6%
Couve - 31,9%
Maméo - 30,4%
Tomate - 16,3%
Laranja - 12,2%
Maga - 8,9%
Arroz - 7,4%
Feijao - 6,5%
Repolho - 6,3%
Manga - 4%
Cebola - 3,1%

Batata - 0%

Pimentao
91,8%

“Repolho‘, .e
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\/‘,/
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Fonte: Anvisa



Neonicotinoides

lzuru Yamamoto (1980): nova geracao de inseticidas nicotindides

!

Compostos estruturalmente semelhantes a nicotina

Classe de inseticidas mais utilizada no mundo;

Registrados em mais de 120 paises;
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Fonte: Bass et al. (2015).
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(JESCHKE; NAUEN, 2008; JESCHKE et al., 2011; SIMON-DELSO et al., 2015)



Acetamiprido

Fonte: Adaptado de Uneme (2011).
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Neonicotindides

Alta eficiéncia;
Versatilidade na aplicacao;
Natureza sistémica;
Amplo espectro de acao;
Alta solubilidade em agua;
Persisténcia no organismo;

Toxicidade seletiva a artropodes.

(UNEME, 2011; SIMON-DELSO et al., 2015)
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Fonte: Adaptado de Amiard-Triquet, Amiard e Mouneyrac (2015).



Imidacloprido

Descrito por Shinzo Kagabu e introduzido no mercado em 1991

12 inseticida e 22 agrotoxico mais vendido no mundo;

2008
Uso liberado para mais de 140 tipos de culturas em 120 paises;
Medianamente tdxico (classe I, ANVISA, 2015);
asse | Extremamente toxicos
Banido de alguns paises e proibido pela Unido Europeia; Classe ll | Altamente toxicos

Passou por reavaliacdo pelo Ibama, em 2012; elasselll WECIENEMENIERoXICOS

Classe IV Pouco toxicos

Toxicidade de moderada a alta a passaros;
Fonte: Adaptado de Ibama (2013)
Toxicidade moderada a ratos e camundongos;

Praticamente nao téxico a peixes e anfibios (CLsy para peixes e anfibios 1200-366000 pg L-1).

(BURIGO et al., 2015; GIBBONS; MORRISSEY; MINEAU, 2015; SIMON-DELSO et al., 2015)



Cerca de 72 a 98,4% dos NNIs aplicados as culturas podem atingir os compartimentos ambientais (ar, solo e dgua). Devido a
baixa volatilidade e alta persisténcia no solo, o IMI| pode contaminar os recursos hidricos por meio de escoamento e

lixiviagdo, com meia-vida de minutos a semanas (Anderson et al., 2015).

Concentracao de imidacloprido em recursos hidricos no mundo

Estudo Concentragdo de IMI (ug L) Recurso Hidrico Local Periodo
KREUGER et al., 2010 0,013 Suécia -
SMIT et al., 2015 0,20 ) Holanda -
Agua doce (referéncia)
ANDERSON; DUBETZ; 0,23 Canada -
PALACE, 2015 1,05 Estados Unidos -
MAIN et al., 2014 Zonas umidas proximas a areas de Canada 2012 - 2013
agricultura
ENSMINGER et al., 2013 0,04-0,05, com maxima de 0,7 Aguas superficiais Califérnia, EUA 2008 — 2011
STARNER; GOH, 2012 0,04-0,7, maxima de 3,29 Zonas agricolas Califérnia, EUA 2010- 2011
BORTOLUZZI et al., 2006 0,38-2,18 Bacia hidrografica Agudo-RS, Brasil 2003
SANCHEZ-BAYO; HYNE, 2014 | Concentracdo maxima de 4,56 Rios Sydney, Australia 2013
KREUGER et al., 2010 Maxima de 15 Aguas superficiais proximas 3 Suécia 2008
areas de horticultura
VAN DUJK, 2010 Acima de 200 Corpos hidricos Holanda 1998 - 2007




(Freire et al. 2008)



(Freire et al. 2008)



(Freire et al. 2008)



Analise Inicial — Microbacia do Ribeirao José Pereira

22°2I4’0"S 22"2?‘0"3
- Captacao de
. : _\Yr: ’ agua - Copasa Compostos LD LQ r2 Amostra P2 Amostra P4
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Fonte: Neto (2014).




Astyanax altiparanae (Garutti e Brittisk, 2000)

Lambari, tambiu e lambari-de-rabo-amarelo:

* Ampla distribuicdao geografica;

* Onivoro;

* Atinge de 10 a 15 cm e até 60 gramas;

* Maturidade sexual aos quatro meses de vida.

Tem sido cada vez mais utilizada em estudos de

biomonitoramento, pois apresenta grande

adaptabilidade a diferentes habitats, sensibilidade as
Kmudangas ambientais e a¢ao toxica de xenobiodticos. )

(GARUTTI; BRITTISK, 2000; GARUTTI, 2003; PORTO-FORESTI et al., 2001 apud ALMEIDA, 2007)



Astyanax altiparanae (Garutti e Brittisk, 2000)

Pode ser utilizado:
como alimento (consumo in natura);
isca viva (em pesca profissional ou de lazer);
servir de alimento para espécies carnivoras;
em aquariofilia;
como peixe ornamental.

Desempenha um papel essencial na cadeia alimentar
dos ecossistemas aquaticos, servindo como alimento
para peixes carnivoros e atuando como predador de
Qarvas de insetos (Rossi et al., 2011). )

4 )

7

E um dos géneros de maior riqueza de espécies na
_ictiofauna Neotropical (Silva et al., 2017).

J

(GARUTTI; BRITTISK, 2000; GARUTTI, 2003; PORTO-FORESTI et al., 2001 apud ALMEIDA, 2007)



Testes Ecotoxicoldgicos

Ecotoxicologia m Ciéncia que avalia os efeitos de agentes toxicos em ecossistemas naturais e em espécies ndo-alvo

Efeito agudo

Testes toxicidade

‘ Efeito cronico

Sistemas de exposicao

T

Estatico Escoamento da solucao-teste

v

Renovacao

(HOFFMAN et al., 2003)



Biomarcadores

[ MedicOes que evidenciam interacdes de xenobidticos e outros estressores com sistemas bioldgicos }

Individuo/populagéo

Efeitos sistémicos/
na saude

Células
(funcao celular alterada)

Complexidade

Organelas/Subcelular
(funcé@o alterada)

Molecular
(interacdo primaria)

Minutos Horas Dias Semanas Meses Ano

Escala de tempo
Fonte: Gagné (2014).



Biomarcadores Bioguimicos: Biomarcadores de estresse oxidativo

/Os organismos aerdbios possuem a vantagem\
energética de usar o oxigénio molecular como
aceptor final de elétrons na respiracdao, mas a
liberagao de elétrons desacoplados de alta
energia na mitocondria e nos cloproplastos leva a

Estresse
Oxidativo

\formagéo de espécies altamente reativas. / — - Danos
e Oxidativos
‘ / \\ Antioxidantes
Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) / \ \
S ——
Radicais Nao-radicais - Lipideos DNA
Superoxido, O, Peroxido de hidrogénio, H,O- . : ,
Pré-oxidantes Proteinas

Hidroperoxila, HO,

Peroxinitrito, ONOO™

Hidroxila, OH:

Acido peroxinitroso, ONOOH?

Peroxila, ROy

Peroxicarbonato nitroso, ONOOCO;

Oxigénio atdmico, 'O,

Oxigénio atémico, 'O,

Alcoxila, RO

Acido hipocloroso, HOCI®

Acido hipobromoso, HOBI®

Carbonato, COs -

OZﬁIﬁO, 0O,

Peroxidos Organicos, ROOH

Dioxido de Carbono, CO; -

Peroxinitrato, O.NOO"

Peroximonocarbonato, HOOCQO;

Fonte: adaptado de Halliwell e Gutteridge (2007).

Exposicdo a pesticidas éT EROS

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; SMART; HODGSON, 2008; GAGNE, 2014; NIKINMAA, 2014)



Biomarcadores de estresse oxidativo

Glutationa Reduzida (GSH)

Agente conjugante essencial ao organismo, sendo a molécula mais importante dentre os compostos antioxidantes nao-
enzimaticos.

* Tripeptideo: acido glutamico (Glu), cisteina (Cys) e glicina (Gly).

* Forma conjugados que podem ser diretamente excretados ou passar por reacoes bioguimicas.

Fonte: Manahan (2003). (MANAHAN, 2003; NIKINMAA, 2014)



Biomarcador de Biotransformacao
' 1

Capacidade de eliminar xenobidticos e manter a homeostase

Xenobiotico

Reacdes de oxidacao, reducao
e hidrdlise (* polaridade)

Fasel

K [ Conjugacao ]
Fas:,]]

v

Fase III

l

Eliminacao

Fonte: Adaptado de Smart e Hodgson (2008).

(MARTINEZ, 2006; GAGNE, 2014)



Glutationa S-transferase (GST)

* As GSTs sao uma familia de isoenzimas, as quais sao encontradas principalmente no figado, importante drgao
detoxificante

A conjugacao de xenobioticos polares a glutationa (GSH) representa uma importante

via da fase Il em invertebrados e peixes

0 SH
\ ;
NH, NH COOH + Xenobiotico (X
NH/\W - X)
COOH 0 Glutationa
Glutationa S-transferase
0 SX
|
NH, NH COOH
\ NH | \/
COOH 0

Glutationa S-conjugado

Fonte: Simic et al. (2009).

(TORRES; SOARES; MAIA, 2004; NASCIMENTO, 2008; GAGNE, 2014)



Biomarcador de Neurotoxicidade
Acetilcolinesterase (AChE)

Neurotoxicidade: Efeitos na funcdo do sistema nervoso ou de nervos periféricos apds a exposicdo a um ou mais agentes quimicos

O neurotransmissor mais importante nas jungdes musculares é a ACh, a qual é hidrolisada pela AChE. Uma mudanca na
atividade desta enzima pode causar alteragdes no comportamento e na atividade neuromuscular.

Acetilcolina Ho-ﬁ_:CHS e
CHS%TIiCHg 0 Acido acético
+N-CH,CH;0-C-CH; &  +
Atra:;ﬁoéeletmstética 0 CH;,(-::-I/SCHS
: \ |
—Smﬂ\% H? l:l Colina
Stio estético CH, CH,OH
Acetilcolinesterase

Fonte: Adaptado de ATSDR (2007).
(GAGNE, 2014; NIKINMAA, 2014)



Biomarcadores de estresse oxidativo — dano oxidativo

Peroxidacgao Lipidica (LPO)

Oxidacao por
via enzimatica
Excesso de EROs

Interacao com
radicais livres

~

/Uma das técnicas mais comumente empregadas na
determinacao de estresse oxidativo em peixes,
devido ao fato destes animais possuiram grandes
quantidades de lipidios com residuos de acidos

kgraxos poli-insaturados em seus organismos. j 5 S

Peroxido L|p>|co

(FILIPAK NETO, 2014) Fonte: Adaptado de Boelsterli (2007) por Filipak Neto (2014).



Biomarcadores de estresse oxidativo — dano oxidativo

Carbonilagao Proteica (PCO)

Oxidacao de
aminoacidos
Carbonilas proteicas

Reacdes com
produtos da
lipoperoxidagao

Modificacao irreversivel que leva ao dano da funcao
proteica.

|

(BERLETT; STADTMAN, 1997; MADIAN; REGNIER, 2010)

Oxidacdo mediada

A @ por EROS
A

Iri'I—Hi
H NH o
I I H, PR s G ﬁé
R === C === C =——C '
| | I OH H
OH H H 8
(o]
st B b?
| | g
OH H

Lipoperoxidacédo avancada e seus produtos

Fonte: Adaptado de Madian e Regnier (2010).



Biomarcadores de Genotoxicidade:

mmmmE (A) Mecanismo de reparo do DNA
;
Quando o IMI passa por uma membrana
celular, sua distribuicao para outros tecidos
ocorre  imediatamente pelo  sistema R
A , , smanianansnsnng  (B)Mutagio pontual
circulatério, e as células sanguineas (como os e (T T ) S
eritrocitos) podem ser negativamente 0}
Qfetadas por ele (Iturburu et al., 2016). / WNAVININ (C) Formagiio de aduto de DNA
)'.\ \
\x]/"‘ X\/} (D) Fragmentac¢io do DNA
3 Y
vaentos genéticos sao utilizados em muitos\
estudos como biomarcadores de exposicdo a {« % @ (E) Formagio de micromiicleo

genotoxicos, avaliando a capacidade do
Quando os mecanismos de reparo do DNA (A) estao sobrecarregados com substancias toxicas, hd um aumento

organismo em conservar a mtegrldade do DNA na ocorréncia de mutacao (B), o qual pode ser resultado do aumento da formacdo de aductos de DNA (C).
Ke lidar com o dano (pR| NTES’ 2004) / Al-leragt")es de maior escala no genoma .p(.)dem ocorrer devido a (D) fragmentagdo do DNA ou a formagao de
micronucleos (E). Fonte: Adaptado de Nikinmaa (2014).




Biomarcadores de Genotoxicidade:
Micronucleos (MN)

Célula Normal Dano ao DNA
/ n . . ° . 7 a0 \ — R /- -,
Consequéncia de irregularidades mitéticas, '/ ) y
originando-se de material cromossémico nao NG B _ D

incorporado pelo nucleo das células-filhas
Kdurante a anafase. )

Cromossomo
héo
segregado

e Estruturas independentes do nucleo celular;

* Maximo: 1/3 do tamanho deste;
e Se localizam no citoplasma. @@ ,/ \‘ (
&\ 2/ Y
Células-filhas normais Células-filhas contendo microntcleos

Fonte: Gentronix (2015).

(GAGNE, 2014)



Biomarcadores de Genotoxicidade:
Alteracoes Eritrociticas Nucleares (ENA)

Reparo e eliminacao da cromatina em regides danificadas

/‘ do DNA

ENA ——

N

Falha no mecanismo apoptético induzido pela acao de

contaminantes

Relacionado ao estresse oxidativo (LPO pode aumentar

a permeabilidade da membrana nuclear)

o ¢ ?

Céhla Normal Nicleo Segmentado Nicleo em forma de Rim
NS NR

@ e o @

Niucleo Lobulado Cékila Brincleada Micromicleo

NL CB MN
Fonte: Adaptado de Carrola et al. (2014).



Metodologia

Aclimatacao Exposicao

Peixes:
Fémeas;
11,46 +2,90 g;
9,66 + 1,03 cm.

5 dias;

Agua de torneira desclorada; . 96 h;

Renovacdo periddica (2 dias); . 10 peixes por aquario (80 L);

Aeracao constante; . Imidacloprido: 0.07, 0.63, 5.94 e 53.95 ug L
Alimentacao: racao comercial (Laguna) a cada . Controle (agua de torneira desclorada);

dois dias. . Renovacao periddica (diaria);

[Parémetros fisicos e quimicos: T, OD, pH, cond., turb. e SST Protegidos da incidéncia de luz.

. Aeracao constante;
mensurados diariamente com sonda multiparametros }




Amostragem

Anestesia
(benzocaina 0,1 g L)

Genotoxico Y

Ensaios Bioquimicos



GSH
(ug GSH.mg protein'1)
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MN and ENA frequency (%o)

-
AN
1

-
N
L

ik
o
1
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1
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Resultados

CJCTR
C—IIME
— 1Y
== M1 3
N (Ml 4

BC ENA (total)

100 -
ab
_T_ b
| N |2
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e =iEh
[0}
B "\
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b
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< '
E 40 A g & B gl B
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&
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Brain Muscle

1 CTR
 — 1V Ly
/1 IME2
= IMI 3
N (M 4

Inibicao da atividade da AChE em peixes e invertebrados:

* 20% > exposicdo a compostos neurotoxicos;
* 20-50% —> impactos subletais; > = ~30%
e > 70% —> associados a mortalidade

\(Amiard-triquet et al., 2015)




Conclusoes

CTR
(0,0 ugL")

96 h

IMI 1 M1 2
(0.07 pgL™) 063 pal) IMI 3 IMI 4 .
: (5.94 pgL™") (53.95 pgL")

IMI > EROs

antioxidante -

Defesa

Dano oxidativ

¥AChE (mUsculo)

:IMI 2 and 4
4 LPO (musculo e branquias)
Neurotoxicidade: IMI 3 and 4

Genotoxicidade: IMI 4
ENA (SN and KN)

Assim, esse neonicotindide pode afetar a
provavelmente, de outros peixes neotropicais.

saude de A.

altiparanae




Atividade:

Baseado no que foi aprendido nesta disciplina, para avaliar a possivel contaminacao
por agrotoxicos, como vocé faria o biomonitoramento de um rio localizado em uma
zona rural caracterizada pela presenca de areas agricolas?



