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RESUMO

Na tentativa de resolver o problema das secas, que causam a perda da produtividade agricola
na zona semiarida brasileira, gerando fome, desemprego e éxodo rural, 0 Governo Federal
tem implantado diversos perimetros irrigados publicos. No Estado de Sergipe, destaca-se o
Perimetro Irrigado Califérnia, que foi planejado para ser o modelo de exploragdo racional de
solo e &gua no semiarido nordestino. As principais culturas exploradas neste Perimetro, sdo
acerola, banana, goiaba, manga, graviola, abobora, aipim, amendoim, feijdo de corda, milho,
quiabo e tomate, com uma média de producao anual de 12.682, 34 toneladas. Visando atender
essa demanda agricola, agrotdxicos e fertilizantes sdo usados em excesso e sem qualquer
acompanhamento técnico. Este Perimetro localiza-se no municipio de Canindé de S&o
Francisco, no entorno da unidade de Conservacdo Monumento Natural Grota do Angico. O
uso excessivo de agrotdxicos nesta regidao pode contaminar 0 meio ambiente, causar serios
danos a satde humana, colocar em risco de extincdo as espécies selvagens do local e aquelas
que habitam a unidade de conservacdo, podendo causar a perda da biodiversidade e, como
ultimo destino, podem alcancar os corpos de agua proximos as planta¢fes. Baseando-se nestes
dados, o objetivo geral do presente estudo foi investigar a presenca de agrotdxicos com efeitos
mutagénicos em corpos de agua temporarios do Perimetro Irrigado Califérnia por meio de 2
testes: Teste SMART de asa em D. melanogaster, onde larvas foram tratadas com amostras de
agua de 6 diferentes pontos e o Teste do Micronucleo, aplicado em eritrocitos de girinos da
espécie Hypsiboas creptans, coletados em 3 corpos de agua, entre 2013 e 2014. O Teste do
micronucleo mostrou frequéncia significativamente maior de microndcleos nos girinos
coletados em um dos corpos de dgua temporarios do Perimetro Irrigado California (CD2) que
da area de referéncia (Monumento Natural Grota do Angico). No Teste SMART observou-se
aumento na frequéncia de manchas mutantes em células da asa de D melanogaster somente
para um dos corpos de agua (CD5). Os dados aqui apresentados sdo pioneiros na avaliagdo de
efeito mutagénico de agrotoxicos em areas de irrigacdo do semiarido sergipano e nos
permitem concluir que ha genotoxinas de diferentes fontes presentes no ambiente do
Perimetro Irrigado Califérnia, com impacto sobre a agua e a biota residente, trazendo enorme

risco para os agricultores e suas familias que convivem nesse ambiente.

Palavras chave: agrotdxicos, Perimetro Irrigado California, mutacoes.



ABSTRACT

In an attempt to solve the drought problem which causes the loss of agricultural productivity
in the Brazilian semiarid zone, leading to starvation, unemployment and rural exodus, the
Federal Government has deployed several public irrigated perimeters. In the State of Sergipe,
we highlight the Irrigated California Area, which was intended to be the model of rational
exploitation of soil and water in the northeast semi-arid. The main crops grown in this
perimeter are acerola, banana, guava, mango, soursop, pumpkin, cassava, peanut, cowpea,
maize, okra and tomato, with an average annual production of 12,682, 34 tons. Aiming to
fulfill this agricultural demand, the use of pesticides and fertilizers is given in excess and
without any technical support. This Perimeter is located in the surroundings of the
Monumento Natural Grota do Angico a conservation unit. The excessive use of pesticides in
this region can contaminate the environment, cause serious harm to human health, putting
endangered the local wild species and those that inhabit the conservation area, can cause the
loss of biodiversity and as a last destination can reach the water bodies near the plantations.
Based on these data, we aimed in the present study to investigate the presence of pesticides
with mutagenic effects in temporary water bodies in the Irrigated California Area by 2 tests:
the SMART in the wings of D. melanogaster, in which the larvae were treated with water
samples from 6 different points and the Micronucleus test, applied in erythrocytes of
Hypsiboas creptans tadpoles collected in 3 water bodies between 2013 and 2014. The
micronucleus test showed significantly higher frequency of micronuclei in tadpoles collected
in one of the temporary water bodies in the Irrigated California Area (CD2) than the ones in
the reference area (MNGA). In SMART Test we observed an increase in the frequency of
mutant spot cells in the wings of D. melanogaster only in one of the water bodies (CD5), the
one with no pesticides detected. The data presented here are pioneers in the evaluation of
pesticides mutagenic effect in the semiarid irrigation areas of Sergipe and allow us to
conclude that there are different sources of genotoxins presented in the Irrigated California
Area, impacting the water and the resident biota, bringing huge risk for farmers and their

families who live in that environment.

Key-words: pesticides, Perimetro Irrigado California, mutations.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Agricultura Irrigada

A agricultura irrigada € um instrumento efetivo de auxilio na producdo de alimentos
para atender a demanda crescente da populagdo mundial, uma vez que esta tem grande
potencial produtivo, valor econbmico e muita capacidade de expansdo, 0 que propicia a
obtencdo de produtos de melhor qualidade e em grande quantidade. Além da irrigacédo
permitir que a agua seja aplicada em periodos controlados, ela também favorece o plantio, que
pode ser planejado para a época mais adequada para a conducdo de determinada cultura
(ANA, 2004). Em regibes deserticas, aridas e semiaridas, onde a precipitacdo anual muitas
vezes € inferior a 250 mm, a irrigacdo é obrigatoria para o cultivo de qualquer produto
agricola (TESTEZLAF, 2011). No mundo, aproximadamente 18% das areas agricolas sdo
irrigadas, sendo responsavel por 44% da producdo mundial de alimentos (PIRES et al., 2008).

No Brasil, o primeiro projeto de irrigagdo surgiu em 1881 no Rio Grande do Sul;
entretanto, o uso da irrigacdo no pais tornou-se frequente somente nos dltimos 30 anos, a
principio no Sul do pais com a cultura do arroz irrigado por inundacdo e, posteriormente em
Sao Paulo, com a cultura do café irrigado por aspersdo e, por Gltimo, na Regido Nordeste,
onde a técnica de irrigacdo é aplicada em diversas culturas. Atualmente varios projetos
publicos foram iniciados em varios Estados do semiarido brasileiro, beneficiando a Regido
Nordeste com alguns avancos tecnoldgicos propiciados por modelos hidrolégicos (1ICA,
2008).

Na tentativa de resolver o problema das secas, que causam a perda da produtividade
agricola na zona semidrida brasileira, gerando fome, desemprego e éxodo rural, 0 Governo
Federal tem implantado diversos perimetros irrigados publicos (CORREIA et al.,2014). Nas
ultimas décadas foram investidos mais de dois milhGes de ddlares em obras ligadas
diretamente a irrigacdo. A partir dessa etapa o investimento privado foi estimulado e mais
400.000 ha adicionais de éareas irrigadas foram desenvolvidas resultando no aumento da
produtividade agricola, que atingiu o lucro de 2 bilhdes de ddlares em 2002, incluindo 170
milhdes de ddlares com a exportacdo de frutas frescas, gerando 1,3 milhdes de empregos e
contribuindo para a reducdo da pobreza e da migracdo rural para as capitais (BANCO
MUNDIAL, 2004).

No Estado de Sergipe, os perimetros irrigados comecgaram a ser implantados na década
de 1980, com destaque para o Perimetro Irrigado Califérnia (PIC), localizado entre o0s
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municipios de Canindé de Séo Francisco e Po¢o Redondo. Esse Perimetro foi criado pelo
governo do estado para ser modelo de exploracdo racional dos recursos de solo e agua no
semiarido nordestino, com o objetivo de melhorar a qualidade de vida dos habitantes através
do aproveitamento do potencial agricola proporcionado pelo clima e solo, juntamente com a
agua que passou a ser disponibilizada para a irriga¢do, gerando assim empregos permanentes
em uma regido muito afetada pela seca (GOMES et al., 2009).

De acordo com a COHIDRO (2014), o PIC ¢ constituido por duas antigas fazendas,
Cuiaba e California, que foram desapropriadas pelo governo do Estado de Sergipe em 1984,
A construcdo do Perimetro foi iniciada em Julho de 1985, e concluida em Marco de 1987. O
mesmo possui uma area total de 3.980 ha, mantendo o método de agricultura irrigada e
também a de sequeiro, que possibilita a resisténcia a seca. Essa area total foi dividida em 333
lotes sendo 243 irrigantes e 61 de sequeiro, beneficiando 252 pequenos produtores, técnicos e
empresarios. Nos lotes irrigaveis € utilizada a tecnologia de irrigacdo por aspersdo. O sistema
de irrigacdo € alimentado com agua captada diretamente do Rio S8o Francisco, através da
estacdo de bombeamento denominada EB-01, que eleva as vaz0es de irrigacdo a uma altura de
170 metros, com capacidade de 1540 I/s.

Apesar de todos os beneficios, a expansdo da agricultura irrigada tem provocado
muitos impactos ao meio ambiente, principalmente aos ecossistemas aquaticos, devido a
intensa utilizacdo dos recursos naturais. No Brasil, 0 excesso de agua aplicada a area irrigada,
guando ndo é evapotranspirada pelas culturas, retorna aos rios e corregos por meio do
escoamento superficial ou vai para os depdsitos subterraneos, através da percolacdo profunda,
podendo arrastar consigo o substrato, residuos de agrotoxicos, fertilizantes, além de outras
substancias toxicas (ROCHA, 2011). Aliado a isso tem o problema do desmatamento, da
erosdo, do assoreamento de rios e 0 uso indiscriminado de fertilizantes e agrotdxicos que tem
causado sérios danos a salde humana e ambiental (MINISTERIO DA INTEGRACAO
NACIONAL, 2008).

Quando usados de forma correta e criteriosa, 0s agrotoxicos podem ser de grande
utilidade para a agricultura. Entretanto, quando empregados indevidamente, podem acarretar
diversos problemas. Durante a aplicacdo nas plantacBes, 0 excesso dos agrotoxicos gera
residuos que podem atingir diretamente os corpos de &gua, através da agua proveniente da
irrigacdo e da chuva, ou indiretamente através da percolacdo no solo, podendo contaminar rios
e lencois freaticos (ARIAS et al., 2007).

O mau uso de agrotoxicos faz parte do cenadrio mundial, o que acontece como

consequéncia da falta de fiscalizacdo, orientacdo e monitoramento quanto ao uso de
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agroquimicos (PINHEIRO, 2004). No PIC n&o é diferente, 0 mau uso de agrotdxicos é uma
problematica. Culturas como as do tomate e quiabo recebem aplicacdes excessivas destes
produtos quimicos sem que os trabalhadores se protejam conscientemente durante a aplicacgéo,
colocando a saude em risco (GOMES et al., 2009). O uso intensivo de agrotdxicos no local,
pela maioria dos agricultores, é reflexo da falta de incentivo & adocdo de outras formas
alternativas de combate as pragas, como por exemplo o controle biologico. Por falta de opcéo,
eles se veem obrigados a usar estes produtos quimicos em suas plantacGes, pois ao contrario,
terdo dificuldades em produzir e vender a sua colheita (PINHEIRO, 2004).

Figura 1. Pulverizago de agrotdxico no Perimetro Irrigado California. Fonte: Poliana Santos

Deixar de utilizar os agrogquimicos nas plantacGes pode ndo ser uma acgédo realista a
curto prazo, pois as alternativas oferecidas carecem de uma maior organizagdo, apoio técnico
e viabilidade comercial. Até que tais objetivos sejam alcancados, os agricultores devem
receber orientacdes sobre o uso racional e adequado destes produtos. Politicas que minimizem
0 impacto dos agrotdxicos na salde humana e ambiental devem ser adotadas pois a
precariedade do trabalho rural, a sua estrutura agraria e a falta de regulamentacdo sdo as
maiores dificuldades para as medidas de protecio dos trabalhadores (ARAUJO et al., 2000).
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1.2 Agrotoxicos

De acordo com a Lei n® 7.802 de 11 de Julho de 1989, “agrotoxicos ¢ afins sdo 0S
produtos e 0s agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos, destinados ao uso nos
setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também
de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da flora
ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como substancias empregadas como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento.”

Os agrotdxicos podem ser classificados de diversas maneiras. De acordo com Larini
(1999), quanto ao modo de acdo do ingrediente ativo no organismo alvo ou quanto a natureza
da praga combatida, sdo classificados em:

= Inseticidas: possuem acdo de combate a insetos, larvas e formigas. Pertencem a
quatro grupos principais: Organofosforados, Carbamatos, Organoclorados,
Piretroides.

= Fungicidas: combatem os fungos. Os principais grupos quimicos sdo: Captan,
Etileno-bis-ditiocarbamatos, Trifenil estanico e Hexaclorobenzeno.

= Herbicidas: Combatem ervas daninhas. Os mais usados sdo: Paraquat,
Glifosato, derivados do acido fenoxiacético, Pentaclorofenol, Dinitrofendis.

= Qutros grupos importantes: rodenticidas ou raticidas: utilizados no combate a
roedores. Acaricidas: combatem diversas espécies de acaros. Nematicidas:
combatem os nematoides. Fumigantes: combatem insetos e também bactérias e
Moluscicidas: tem acdo de combate a moluscos.

A classificacdo toxicologica dos agrotoxicos é expressa de acordo com o resultado dos
testes e estudos feitos em laboratério, em termos do valor da Dose Letal (DLsp), que
corresponde a dose necessaria da substancia para matar 50% da populacdo testada nas
condicOes experimentais (EMBRAPA, 2003). Dependendo da concentragéo de determinados
produtos quimicos no corpo do individuo e partindo do principio de sua capacidade em causar
morte ou outros efeitos sobre 0s organismos vivos, a Dose Letal normalmente é expressa em
mg/kg (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012). A concentracdo letal de uma substancia quimica na
atmosfera, capaz de matar 50% da populacdo testada ap0s exposi¢cdo minima, de 1 hora, €
denominada de concentracdo letal inalatoria. Para os produtos da Classe I, uma pequena
guantidade pode ser o suficiente para causar a morte (MARINHO, 2010).
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Quanto ao Potencial de Periculosidade Ambiental (PPA), as classificagdes dos
agrotdxicos sdo estabelecidas pelo Ministério do Meio Ambiente que tem a funcéo de realizar
a Avaliacdo Ambiental dos agrotoxicos, de seus componentes e afins (Artigo 7° do Decreto n°
4.074/2002). A competéncia do registro, a analise e controle dessas substancias quimicas
foram delegadas ao IBAMA, conforme especifica o Decreto n® 6.099/07, em seu artigo 1°,
inciso IX.

O sistema de classificacdo quanto ao PPA compreende determinados parametros como
0 transporte, persisténcia, bioconcentracdo e ecotoxicidade dos agrotdxicos a diversos

organismos. A classificagdo varia de | a IV (IBAMA, 2014):

Classe | — Produto ALTAMENTE PERIGOSO ao meio ambiente;
Classe Il — Produto MUITO PERIGOSO ao meio ambiente;
Classe 111 — Produto PERIGOSO ao meio ambiente;

Classe IV — Produto POUCO PERIGOSO ao meio ambiente.

A toxicidade de um agrotoxico pode variar de acordo com 0 modo de administracgdo, e
os rétulos dos mesmos sdo identificados por meio de faixas coloridas, como na tabela abaixo.

Tabela 1. Classificagdo toxicolégica dos agrotoxicos de acordo com a DL 50.

Classe Toxicolégica Descricdo Faixa Indicativa de Cor

| Extremamente toxicos (DLsy < 50 Vermelho vivo

mg/kg de peso vivo)

1 Muito toxicos (DLsy — 50 a 500 Amarelo intenso
mg/kg de peso vivo)
11 Moderadamente toxicos (DLsy — Azul Intenso

500 a 5000 mg/kg de peso vivo)

v Pouco téxicos (DLsg > 5000 mg/kg Verde intenso

de peso vivo)

Fonte: Peres; Moreira, 2003.

Apdbs a 22 guerra mundial o aumento da producdo de agrotoxicos cresceu de forma
alarmante devido ao fato de que as industrias quimicas que até entdo fabricavam venenos
usados em armas quimicas, encontraram na agricultura um novo mercado consumidor para 0s

seus produtos. Dessa forma, foi incentivado o uso intensivo dessas substancias quimicas para
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o controle de pragas e doencas das lavouras. Na maioria dos paises, diversas politicas foram
implementadas para expandir e assegurar o mercado consumidor de agrotoxicos (LONDRES,
2011).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2011), o Brasil é o maior
consumidor mundial de agrotdxicos. Politicas adotadas pelo governo, como o Sistema
Nacional de crédito rural, que s6 dava crédito agricola se o agricultor comprasse insumos
quimicos, juntamente com a Lei 7.802/89, sobre o registro de inUmeras substancias toxicas
(PELAEZ et al., 2009), facilitaram a disseminacdo de agrotoxicos no pais, onde falta um
efetivo sistema de monitoramento destes produtos quimicos, quer do efeito no meio ambiente,
quer na saude dos trabalhadores rurais.

Recentemente, no Brasil, houve uma crescente inovacgéo tecnologica e diferentes tipos
de sementes foram geneticamente modificadas visando a diminui¢do do uso de agrotdxicos na
agricultura. Entretanto, o consumo destes insumos quimicos continuou crescendo e, do ano de
2006 até 2012, o aumento foi de 72%, passando de 480 toneladas consumidas em 2006 para
mais de 826 toneladas consumidas em 2012. Nao bastando, entre 0s meses de janeiro e
Agosto de 2013, foram apreendidas mais de 23 toneladas de defensivos agricolas ilegais
encontrados em todas as regides do pais (SINDAG, 2013). Faltam informacGes sobre o0s
agrotoxicos, orientacdes técnicas e educacao para os trabalhadores e produtores rurais com
relagdo a saude, agricultura, trabalho e meio ambiente (SILVA et al., 2011).

O risco da populacdo exposta aos agrotdxicos é preocupante. Os residuos de
agrotoxicos podem alcancar os moradores do entorno das areas agricolas, os trabalhadores
rurais, os operarios das fabricas produtoras de agrotdxicos, moradores do entorno das fabricas,
vendedores das lojas que comercializam estes produtos, as pessoas que pulverizam 0s
agrotoxicos e, sobretudo, as criangas, que devido as suas caracteristicas fisiologicas sdo
particularmente vulneraveis a exposicdo de qualquer substancia toxica presente no ambiente
pelo simples fato de que elas consomem mais agua, mais alimentos e respiram maior
quantidade de ar por wunidade de peso corporal que os adultos (SILVA;
FRUCHTENGARTEN, 2005).

A grande maioria dos agrotdxicos sdo persistentes no meio ambiente, entram nas
cadeias ecoldgicas e nos ciclos biogeoguimicos, podem atravessar continentes provocando
diversos efeitos toxicos que afetam desde as bactérias até os seres humanos (GRISOLIA,
2005). A exterminacdo e a intoxicagdo de espécies ndo alvo pelos agrotéxicos é uma das
principais consequéncias indesejadas (YAMEOGO et al., 2001; HAOUGUI et al., 2013;
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JIANG et al., 2013), inclusive por que acaba matando as espéecies que sdo predadores naturais
das pragas da agricultura (CUTLER et al., 2006).

A pulverizacdo de agrotoxicos em regides circunvizinhas das Unidades de
Conservacao Nacionais tem provocado altos indices de acidentes toxicoldgicos, levando
animais silvestres a mortalidade. Portanto, as areas agricolas do entorno dessas Unidades de
Conservacdo merecem uma atencdo especial dos 6rgdos ambientais para estabelecer
mecanismos de monitoramento ambiental, bem como o estabelecimento de leis especificas
para a protecdo de animais em risco de extingdo. Regides de grande biodiversidade e regides
que abrigam ecossistemas de espécies raras, como a Caatinga, ou espécies em Risco de
extingcdo devem ter um tratamento legal diferenciado em prol do desenvolvimento de acGes
especificas para regulamentar o uso de agrotdxicos, que geralmente tém acdo biocida de
amplo espectro (GRISOLIA, 2005).

Os agrotéxicos sdo moléculas sintetizadas para afetar determinadas reagdes
bioguimicas de insetos, microorganismos, animais e plantas que se quer controlar ou eliminar.
No entanto, determinados processos bioguimicos sdo comuns a todos 0s seres Vivos e, assim,
o efeito pode entdo atingir ndo sé 0 organismo que se espera controlar, como também outros
seres do ambiente. A introdugdo de agrotdxicos no ambiente agricola exige 0 monitoramento
do risco ambiental destes produtos, uma vez que eles podem causar perturbacOes, grandes
impactos ambientais, exercer uma pressao de selecdo nos organismos e alterar a dinamica
biogquimica natural, tendo como consequéncia, mudancas na funcdo do ecossistema
(SPADOTTO, 2004).

Fatores como as elevadas taxas de subnotificacdo de casos de contaminacdo, as
dificuldades metodoldgicas relacionadas com o monitoramento da exposi¢cdo ocupacional e a
falta de politicas socioeconémicas na avaliacdo de impactos, dificultam o trabalho de
avaliacdo dos riscos trazidos pelos agrotoxicos (PERES et al., 2005).

A poluicdo ambiental provocada por agrotoxicos € muito dificil de ser avaliada uma
vez que 0s eventos de contaminacdo obedecem a uma dinamica difusa e varidvel. Nem
sempre 0s métodos de “screening” quimicos captam a contaminagdo, pois esses registram
apenas 0 exato momento em que as amostras ambientais foram coletadas e ndo acompanham
a variacdo temporal e espacial da contaminacdo (BAPTISTA et al., 2003).

Um programa de monitoramento ambiental pode ser uma ferramenta importante para a
caracterizagdo e gerenciamento dos riscos decorrentes do uso demasiado de agrotoxicos nas
plantacfes. VVarios métodos vém sendo desenvolvidos para o estudo e previsdo do destino e

comportamento dos agrotoxicos no ambiente. Tais metodos vao desde o uso de parametros
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pré-estabelecidos até modelos matematicos complexos. Leva-se em conta as propriedades
fisico-quimicas e o comportamento ambiental como solubilidade em &gua, pressao de vapor,
coeficientes de distribuicdo entre fases e compartimentos, tempo de meia-vida de degradacéo
ou dissipacdo dos agrotoxicos. O uso desses parametros pode orientar tanto a amostragem em
campo como as analises laboratoriais das amostras coletadas (SPADOTTO, 2004). Estes
métodos sdo muito eficientes. Entretanto, sdo complexos e caros, o que dificulta o trabalho de
muitos pesquisadores.

Ja foram feitos muitos estudos sobre os efeitos dos ingredientes ativos dos herbicidas,
fungicidas e inseticidas. Seus mecanismos agrondmicos estdo bem determinados, como
também seus principais efeitos toxicos indesejaveis. No entanto, em se tratando de misturas
de varios ingredientes ativos, seus efeitos ecotoxicoldgicos, de mutagenicidade e de
carcinogenicidade ndo podem ser previstos, devido as inimeras interacdes que podem ocorrer
entre as substancias. Determinados ingredientes ativos misturados podem interagir, resultando
em efeitos de aditividade, sinergismo, potenciacdo e antagonismo imprevisiveis. Houveram
casos em que os testes de mutagenicidade com produtos técnicos apresentaram resultados
fracamente positivos, porém, os testes com as formulacdes comerciais de determinados
agrotoxicos foram indutores de aberracBes cromossdmicas, trocas de cromatides irmas,
micronucleos e mutacBes génicas (GRISOLIA, 2005).

De todos os maleficios causados por agentes quimicos poluentes, os efeitos
mutagénicos merecem uma atencao especial, uma vez que 0s poluentes quimicos podem
atingir o material genético dos organismos e causar mutagdes. Os efeitos destas mutacdes nas
populacbes naturais s6 serdo evidentes muito tempo apds a exposicdo dos organismos as
substancias quimicas poluentes, quando o equilibrio dos organismos nos ecossistemas for
afetado (DEPLEGDE,1998).

Para Wurgler & Kramers (1992), as mutagdes nas células somaticas de popula¢Ges
naturais pode levar ao surgimento de doencas neoplasicas ou outras doengas degenerativas,
que levardo alguns individuos a morte, o que pode ndo representar um grande risco para a
manutencdo destas populacdes. Entretanto, de acordo com Deplegde (1998), a inducdo de
mutaces em células germinativas pode trazer consequéncias gravissimas para 0S
ecossistemas, uma vez que pode afetar o potencial reprodutivo dos organismos. Frequéncias
elevadas de mutacbes em células germinativas podem levar a perda de gametas,

malformacdes e morte do embrido. Com o passar do tempo as populagdes podem se extinguir.
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1.3 Biomonitoramente, Biomarcadores e Bioindicadores

O Biomonitoramento é uma técnica que vem sendo usada na avaliacdo dos impactos
ambientais. Esta técnica parte do principio de que determinados organismos quando expostos
a substancias quimicas contaminantes, apresentam sintomas que podem refletir essa
exposicdo. Estes sintomas podem ser determinadas alteracfes bioldgicas que a substancia
quimica provocou no organismo, presenca da propria substancia quimica no organismo, ou
ainda o produto que resultou da degradacdo da substancia no organismo em estudo. O
Biomonitoramento é uma técnica vantajosa por ser relativamente barata e viavel, se
comparada a outros métodos de avaliagio de impactos ambientais (ZHOU et al., 2008). E um
método de extrema importancia, uma vez que, para avaliar os impactos dos contaminantes
quimicos na qualidade ambiental, é necessario que sejam mensurados os efeitos que estas
substancias causam nos organismos Vvivos, que vivem no ambiente que sera monitorado
(WELLS et al., 2001). Existem trés condigbes que indicam a necessidade de um
biomonitoramento: quando ha indicios de espécies nativas em ameacas de extin¢do, quando
existem riscos a saude humana devido ao consumo de organismos potencialmente
contaminados, ou quando ha o interesse de avaliar a satde de determinado ambiente (SILVA
et al., 2003).

Na abordagem integrada do Biomonitoramento ambiental os bioindicadores e
biomarcadores podem ser usados para avaliar 0s ecossistemas, auxiliar no processo de
remediacdo, respaldar os modelos de exposicao e, ainda, avaliar o processo de restauracdo e
gerenciamento ambiental (HACON, 2003).

Bioindicadores sdo espécies, grupos de espécies ou comunidades bioldgicas cuja
presenca, abundancia e condigdes sdo indicativos bioldgicos de uma determinada condicao
ambiental. S8 medidas que incluem todos os niveis de organizagcdo ecoldgica, desde uma
Unica espécie até as populacfes de um ecossistema. De uma maneira geral, sdo seres vivos de
natureza diversa, vegetais ou animais, utilizados na avaliacdo da qualidade ambiental. As
especies bioindicadoras podem ser utilizadas de uma forma passiva, quando se deseja avaliar
0s seres que habitam a &rea de estudo, ou de uma forma ativa. Neste caso, faz-se a exposi¢do
das espécies previamente indicadas como bioindicadores no ambiente que serd monitorado.
Tal exposicdo possibilitara, a partir de sua resposta, a avaliacdo da qualidade ambiental local
(WALKER et al., 2001).

Os biomarcadores podem ser usados para varios propdsitos, dependendo da finalidade
do estudo e do tipo da exposicdo a certas substancias. Podem ter como objetivo avaliar a
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exposicdo (quantidade absorvida ou dose interna), avaliar os efeitos das substancias quimicas
e avaliar a suscetibilidade individual. Além disso, podem ser utilizados independentemente da
fonte de exposicdo, seja através da dieta, do meio ambiente geral ou ocupacional. A utilizagdo
dos biomarcadores também pode ter como finalidade elucidar as relacGes causa-efeito e dose-
efeito na avaliacdo de risco a salde; para fins de diagnostico clinico; e para fins de
monitorizagdo bioldgica, realizada de maneira sisteméatica e periddica (WHO, 1993;
WALKER et al., 2001).

Existem muitas defini¢cGes para os biomarcadores. Leonzio; Fossi (1993), ampliaram a
definicho proposta pela National Academy of Sciences, definindo biomarcadores
ecotoxicolégicos como variagdes bioquimicas, celulares comportamentais ou fisiologicas que
possam ser medidas em fluidos corporais, em amostras de tecidos, em fluidos organicos, de
organismos ou populacdes, que possam relatar exposicdo ou efeito de um ou mais poluentes
quimicos e também radiacdes. Para Decaprio (1997), os biomarcadores sdo indicadores
biolégicos que evidenciam o efeito resultante da exposi¢cdo a um estressor, que pode ser
interpretado como evento adaptativo ndo patogénico ou como séria alteracdo de evento
funcional, dependente do mecanismo de acdo do estressor e da toxicocinética do mesmo. Ao
passo que, para Fernandes (2005), os biomarcadores traduzem uma resposta bioldgica, desde
os niveis molecular, celular, fisiologico, e até comportamental. Esta resposta biolégica pode
estar relacionada com a exposicdo do organismo aos efeitos toxicos de produtos quimicos
liberados no ambiente.

O conceito de biomarcadores ndo é consensual. No entanto, em se tratando dos
agentes quimicos, o termo biomarcador pode ser definido como toda resposta biolégica
correspondente a uma exposicdo, efeito ou suscetibilidade dos individuos aos agentes
guimicos e estressores ambientais. A andlise de tecidos, fluidos corpéreos, metabolitos,
enzimas, além de outros pardmetros, tem sido usada para documentar a interacdo da
substancia quimica com o sistema biologico. Essas medidas podem apresentar uma associagdo
entre a dose interna do contaminante e a exposi¢do a um ou mais contaminantes quimicos e as
respostas das mesmas medidas podem ser funcionais, fisioldgicas, bioquimicas a nivel celular
ou de interagdo molecular (WALKER et al., 2001; HACON 2003).

Determinadas alteragdes na integridade do DNA s&o uma das primeiras manifestacdes
dos organismos apds exposicdo a produtos quimicos mutagénicos. Estudos de campo,
utilizando biomarcadores para avaliagdo dos impactos tém sido realizados devido as
vantagens que o0 uso destes biomarcadores podem trazer (FRENZILLI et al., 2009).

De acordo com Hacon (2003), os Biomarcadores podem ser classificados em:
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e Biomarcadores de Exposicéo ou de dose resposta: indicam a exposicao
de um organismo a uma ou mais substancias quimicas. Entretanto, ndo
fornecem informagOes sobre o grau de efeito adverso que essa
exposicdo pode causar. O biomarcador de exposicdo reflete a
distribuicdo do agente quimico ou seus produtos de biotransformacéo
no organismo.

e Biomarcadores de efeito: demonstram efeitos adversos no organismo
através dos pardmetros biogquimicos, fisioldgicos, comportamental ou
outras alteracGes que podem ser reconhecidas e associadas a doengas
causadas no individuo.

e Biomarcadores de Suscetibilidade: s&o indicadores da habilidade
adquirida dos organismos em responder aos desafios da exposicdo a
determinada substancia xenobidtica. Fatores como a idade, dieta, e
estado de satde podem influenciar a suscetibilidade de um individuo
exposto a um ou mais agentes quimicos. Os biomarcadores de
suscetibilidade podem refletir os fatores adquiridos ou os genéticos, que

podem influenciar na resposta de exposicao.

1.3.1 Teste do Microntcleo (TMN)

O TMN é um biomarcador de efeito, e devido as vantagens oferecidas por este teste
como baixo custo, alta capacidade de detectar agentes clastogénicos (quebra de cromossomos)
e de agentes aneugénicos (segregacdo cromossémica anormal), tem sido muito recomendado
para estudos de biomonitoramento ambiental (FENECH, 2000).

Micronucleos sdo formados por fragmentos de cromossomos acéntricos ou
cromossomos inteiros que ndo foram incluidos no nacleo principal durante a diviséo celular.
A formacgdo dos micronucleos pode ocorrer de forma espontanea ou induzida por variacGes
ambientais e/ou pela presenca de agentes contaminantes no ambiente (AL-SABTI,
METCALFE, 1995). Os microntcleos aparecem nas células filhas, em decorréncia de danos
induzidos nas células parentais (RIBEIRO, 2003).



Perda anafasica

Quebra cromossomica

Figura 2. Formagéo de microndcleos. Fonte: Osdrio Martins.

O TMN foi proposto pela primeira vez por Schimid (1976) em eritrocitos da medula
Ossea de camundongos. Posteriormente outros autores vieram adaptando o protocolo e o teste
passou a ser feito em outros grupos como peixes (BUCKER et al., 2012; BRINKMANN et
al., 2014; MELO et al., 2014; TAKAI et al., 2014), Moluscos (BOLOGNESI, 2011),
humanos (COSTA et al., 2011; GARCIA et al., 2011; SPEIT, 2013; KIRSCH-VOLDERS et
al., 2014; NERSESYAN et al., 2014) Anfibios (MOUCHET et al., 2011; BOSCH, 2013;
BOURDIOL et al., 2013; LAJMANOVICH et al., 2014; SINGHA, 2014).

Figura 3: células com microndcleos. Fonte: Silmara Pantaledo.
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1.3.2 Teste para deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica

O Teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somética (“Somatic Mutation And
Recombination Test” - SMART), que utiliza linhagens de Drosophila melanogaster como organismo
teste, foi desenvolvido por Graf e colaboradores no ano de 1984. E um teste bem conceituado por ser
relativamente barato, rapido e ainda oferecer resultados confiaveis (GRAF et al., 1984).

A D. melanogaster, popularmente conhecida como mosca da fruta, € um organismo eucarioto
muito usado na genética por apresentar vantagens como: ciclo de vida e periodo de geracdo bem curtos,
o cultivo em laboratdrio é facil e de baixo custo, o cruzamento € simples, a progénie é grande, 0s
machos e as fémeas sdo facilmente distinguiveis, possuem um pequeno ndmero de cromossomos e
linhagens muito bem caracterizadas geneticamente, o que confere rapidez ao teste; além disso, a D.
melanogaster possui o sistema enzimatico P450 semelhante ao dos mamiferos, o que Ihe permite a

metabolizacdo de agentes xenobioticos (GRAF et al., 1984).

Figura 4. Fémea (a esquerda) e macho (a direita) de D. melanogaster. Fonte: Wikimedia Commons.

O Teste SMART fundamenta-se na premissa de que durante o desenvolvimento embrionario, as
células dos discos imaginais das asas proliferam-se mitoticamente até o ponto em que se diferenciam,
durante o processo de metamorfose, em estruturas que vao dar origem as asas das moscas adultas. Estas
células durante o teste sdo expostas aos agentes genotoxicos. O tratamento é feito com as larvas e a
avaliacdo € feita com as moscas adultas (VALADARES et al., 2010). O teste detecta a perda da
heterozigose, que pode ocorrer de forma espontanea ou ser induzida por agentes fisicos e quimicos, nas

células primordiais dos discos imaginais de asas, durante o estagio larval (VALADARES, 2007).



28

De acordo com Graf et al., (1984), se ocorrer uma alteracdo genética nas células que
estdo se dividindo por mitose, serd formado um clone de células mutantes, que podera ser
detectado através de uma mancha mutante que aparecera, como caracteristica fenotipica, na
superficie das asas dos adultos. Tais células mutantes expressam fenotipicamente 0s genes
marcadores flr3 ou mwh, que sdo os responsaveis pelas alteracdes na forma dos pelos das asas
das moscas adultas. As manchas mutantes podem ser simples ou gémeas, como resultado de

mutacdo, recombinacdo somatica ou delecdo ocorridas no cromossomo numero 3.

Figura 5. Manifestacdo fenotipica da mancha simples grande observada na asa de D. melanogaster.

Figura 6. Manifestagdo fenotipica da mancha gémea observada na asa de D. melanogaster.

Segundo Andrade; Lehmann (2003), para o Teste SMART sdo usadas 3 linhagens de
D. melanogaster:
e Multiple wing hairs: linhagem portadora dos marcadores genéticos recessivos
mwh no cromossom 3 (mwh, 3-0,3). Em homozigose expressa até 3
pelos por célula.
e ORR-flare-3: esta linhagem possui 0s cromossomos 1 e 2 provenientes da
linhagem Oregon R(R), que sdo resistentes ao DDT, contendo genes
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responsaveis por alto nivel construtivo de enzimas de metabolizacdo do tipo
citocromo P(CYP)6A2.
e Flare-3: que possui no cromossomo de n® 3 um gene mutante marcador
recessivo em homozigose (flr®, 3-38,8).
Sé&o realizados dois diferentes tipos de cruzamentos: o Cruzamento padrdo (ST), em
que fémeas virgens da linhagem flr® sdo cruzadas com machos da linhagem mwh/mwh e
Cruzamento de Alta bioativacdo (HB), em que fémeas virgens ORR; flr® séo cruzadas com

machos mwh/mwh.

1.4 Anfibios

Cientistas documentaram que no mundo inteiro houve um declinio das populacbes de
anfibios. A fragmentacdo de habitats € a principal causa deste declinio. Porém, pesquisas
apontaram que outros fatores como a radiacdo ultravioleta (HATCH; BLAUSTEIN, 2000),
presenca de niquel no ambiente (GONCALVES et al., 2010), doencas infecciosas causadas
pelo fungo quitrideo (YOUNG et al., 2004), também causaram o aumento da mortalidade dos
anuros.

Foi observado que o declinio das populacdes de anfibios foi maior em habitats
préximos a terras agricolas (DAVIDSON et al., 2001), este fato foi associado com a presenca
de agrotdxicos no ambiente (BOONE; BRIDGES, 1999; BOONE; SEMLITSCH, 2001;
DAVIDSON et al., 2001; RELYEA, 2005).

Os anfibios podem ser excelentes bioindicadores da qualidade de inmeros ambientes
devido a combinacdo de vérias caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas do grupo: ciclo de
vida com estagios aquaticos e terrestres, capacidade de dispersdo limitada com padrbes de
distribuicdo geogréafica e area de vida restritos, possuem tegumento fino, umido, permeéavel e
sem 0S anexos como escamas, unhas, penas, pelos e garras; seus ovos e embrifes sdo
desprotegidos, o que 0s tornam extremamente vulnerdveis a qualquer tipo de poluigdo
ambiental (WELSS, 2007). Estes organismos apresentam um alto grau de filopatria.
Geralmente a area de vida de um anfibio além de ser restrita é passivel de delimitagdo.
Adicionado a isso, sdo animais faceis de encontrar e coletar. Tais caracteristicas facilitam a
obtencédo de dados sobre a diversidade, como por exemplo a riqueza de espécies em uma area
delimitada e a densidade populacional (TOLEDO, 2009).
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De acordo com Grisolia (2005), os estudos com anfibios podem demonstrar
claramente a fragilidade dos ecossistemas as contaminagdes por agrotoxicos. Os girinos de
espeécies diversas tém apresentado muita sensibilidade na detec¢cdo de contaminantes quimicos
em recursos hidricos.

Hypsiboas creptans (Wied-Neuwied, 1824), é uma espécie de anfibio da familia
Hylidae, podendo ser encontrada em florestas tropicais Umidas, ambientes semidridos,
pastagens. Tem registros desta espécie no Brasil, Colémbia; Guiana Francesa;, Panama;
Suriname, Venezuela, Trindade e Tobago. E uma espécie arborea de hébitos noturnos,
individuos dessa especie podem ser encontrados em folhas de &rvores, arbustos e outras
vegetacdes proximas a corpos de dgua. Geralmente reproduz em pocas temporarias no inicio
da estacdo chuvosa (RED LIST, 2010). E possivel encontrar esta espécie em habitats

severamente degradados, assim, H. creptans pode ser usada como um Organismo indicador da

qualidade ambiental.

Figura 7. Anfibio da espécie Hypsiboas creptans. Fonte: TrekNature.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetvo geral investigar a possivel presenca de agrotoxicos
com potenciais efeitos genotoxicos nos corpos de adgua temporarios do Perimetro irrigado
California (SE), por meio do Teste SMART em células de asas de D. melanogaster e do Teste

do microndcleo em girinos de H. creptans.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos mutagénicos de amostras de agua de diferentes corpos de agua temporarios
do Perimetro Irrigado Califérnia por meio do Teste SMART em células de asa de

D.melanogaster.

Correlacionar a frequéncia de micronucleos observadas nos girinos de H.creptans do
Perimetro Irrigado Califérnia com os girinos, da mesma espécie, de um acude temporario da

Unidade de Conservacdo Estadual Monumento Natural Grota do Angico, area de referéncia.
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RESUMO

O uso descontrolado de agrotdxicos tem resultado na presenca de seus residuos em diferentes
compartimentos ambientais. Estudos detectaram a presenca destes residuos em aguas
superficiais e subterraneas, contaminando as fontes de dgua potavel. Uma vez presentes nas
aguas, os agrotoxicos podem causar efeitos adversos na flora e na fauna, além de causar danos
a salude humana e ambiental. Lagoas situadas dentro ou ao redor de areas agricolas podem
receber nutrientes e agrotoxicos a partir de terras agricolas da regido, transportados pela agua
da chuva ou da proépria irrigacdo. Na zona semiérida brasileira devido aos baixos indices de
precipitacdo pluviométrica, irregularidade das chuvas e altas taxas de evaporacdo, a maioria
dos corpos de agua sdo temporarios. Além de servir de recurso para a populagdo humana
local, estes corpos de agua abrigam uma diversidade muito grande de espécies que sdo
totalmente dependentes deles para a reproducédo e perpetuagédo. Em nosso estudo, o Teste do
micronucleo foi aplicado em eritrécitos de girinos da espécie Hypsiboas creptans para avaliar
0 possivel potencial genotoxico da agua de trés corpos de agua temporarios do Perimetro
Irrigado Califérnia (CD1, CD2 E CD3), através da comparacdo com girinos de uma area de
referéncia, Unidade de Conservacdo Monumento Natural Grota do Angico. Amostras de &gua
foram coletadas em todos os corpos de agua, onde foram coletados os girinos, e levadas para
o Instituto de tecnologia de Pernambuco para a anélise de residuos de agrotoxicos. Foram
detectados residuos dos agrotoxicos Malathion e Chlorpyrifos no CD2, e Methomyl,
Malathion e Hexythiazox no CD3. O Teste do micronicleo comprovou que 0s girinos
coletados no CD2 apresentaram uma quantidade de eritrécitos micronucleados
significativamente maior que os girinos da area de referéncia. Entre os girinos coletados nos
Corpos de agua do Perimetro Irrigado Califérnia (CD1, CD2 e CD3), ndo houve diferencas
estatisticas significativas.

Palavras - chave: corpos de agua temporarios, agrotoxicos, girinos.
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1 INTRODUCAO

O uso descontrolado de agrotoxicos tem resultado na presenca de seus residuos em
diferentes compartimentos ambientais. Estudos detectaram a presenca destes residuos em
aguas superficiais e subterraneas, contaminando as fontes de agua potavel (TURGUT, 2003;
LAMERS et al., 2011; PLAKAS et al., 2012; STEHLE et al., 2013). Uma vez presentes nas
aguas, os agrotoxicos podem causar efeitos adversos na flora e na fauna, além de causar danos
a satde humana e ambiental (CEREJEIRA et al., 2003).

Apesar de todos os danos causados, 0s agrotoxicos continuam a ser usados
excessivamente nas areas agricolas de diversos paises do mundo (WILSON; TISDELL, 2001;
EDDLESTON et al., 2012). O fato de serem pulverizados em areas muitos extensas dificulta
0 tratamento e a prevencao da contaminacdo. Por isso a agricultura é considerada a principal
fonte de poluico difusa (GARCIA-GALAN et al., 2010). Lagoas situadas dentro ou ao redor
de areas agricolas podem receber nutrientes e agrotoxicos a partir de terras agricolas da
regido, transportados pela agua da chuva ou da prépria irrigacdo (PELTZER et al., 2008).

Na zona semiarida brasileira devido aos baixos indices de precipitacdo pluviométrica,
irregularidade das chuvas e altas taxas de evaporacdo, a maioria dos corpos de agua sdo
temporarios (ABILIO et al., 2007). Além de servir de recurso para a populagio humana, esses
corpos de agua sdo pequenos ecossistemas que abrigam uma elevada biodiversidade de
espécies como plantas aquéticas (TABOSA et al., 2012), zoobentos (SOUZA; ABILIO,
2006), zooplancton (MEDEIROS et al, 2011), crustaceos (DINIZ et al., 2013), insetos
aquaticos (ABILIO et al., 2005), anfibios (ARZABE et al., 1999; CALDAS et al., 2010;
ANDRADE et al., 2014), além de outros organismos.

Figura 1. Corpos de agua temporarios do Perimetro Irrigado Califérnia. Fonte: Arquivo pessoal
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Estudos sobre os ecossistemas limnicos sdo de grande importancia para a elaboracéo
de acbes de preservacdo da biodiversidade aquética e integridade ecolégica dos corpos
hidricos. A preservacdo dos corpos de agua pode garantir a sustentabilidade dos recursos
naturais (ABILIO et al., 2007). As praticas de biomonitoramento podem ajudar na
conservacao desses ecossistemas aquaticos uma vez que 0s organismos da comunidade
refletem a qualidade ecoldgica geral, permitindo a avaliacdo integrada dos efeitos que as
diversas fontes de poluicdo podem causar. Alem de ser relativamente barato, o uso de
bioindicadores é mais eficiente do que as medidas instantdneas de parametros fisicos e
quimicos, como a temperatura, pH, oxigénio dissolvido, teores totais, nutrientes dissolvidos e
outros, que sd&o normalmente medidos no campo e utilizados para avaliar a qualidade das
aguas (CALLISTO et al., 2005).

As consequéncias da exposicdo da biota a agentes mutagénicos € um problema
gravissimo devido ao potencial que esses agentes tem de causar danos as células dos
organismos expostos a eles (SHUGART; THEODORAKIS, 1994), muitos compostos
mutagénicos podem ligar-se a molécula de DNA e desencadear uma série de eventos
bioldgicos, tais como imunotoxicicidade, citotoxicidade, inibicdo do crescimento, mutaces,
problemas reprodutivos e cancer. Desde 1980, muitos pesquisadores tém avaliado o potencial
mutagénico e genotoxico das aguas superficiais usando uma variedade de bioensaios e
métodos analiticos (OHE et al., 2004).

Em organismos eucariotos as muta¢es cromossémicas podem levar a formacdo de
micronucleos (FERNANDES, 1993). Assim, o Teste do micronucleo (TMN) é um dos testes
mais usados para a deteccao de agentes mutagénicos, e devido as vantagens oferecidas por ele
como baixo custo, alta capacidade de detectar agentes clastogénicos (quebra de cromossomos)
e de agentes aneugénicos (segregacdo cromossémica anormal), tem sido muito recomendado
para estudos de biomonitoramento ambiental (FENECH, 2003).

Os anfibios podem ser excelentes bioindicadores da qualidade de inimeros ambientes
devido a combinacdo de varias caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas do grupo como
ciclo de vida com estagios aquaticos e terrestres, capacidade de dispersdo limitada com
padrBes de distribuicdo geogréfica e area de vida restritos, possuem tegumento fino, imido,
permeavel e sem 0s anexos como escamas, unhas, penas, pelos e garras; seus ovos e embrides
sdo desprotegidos, 0 que os tornam extremamente vulneraveis a qualquer tipo de poluicédo
ambiental (WELSS, 2007).

Cientistas documentaram que no mundo inteiro houve um declinio das populagdes de

anfibios. A fragmentacdo de habitats é a principal causa deste declinio, porém, pesquisas
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apontaram que outros fatores como a radiagdo ultravioleta (HATCH; BLAUSTEIN, 2000),
presenca de niquel no ambiente (GONCALVES et al., 2010), doengas infecciosas causadas
pelo fungo quitrideo (YOUNG et al., 2004), também causaram o aumento da mortalidade
destes animais. Recentemente foi observado que o declinio das populacdes de anfibios foi
maior em habitats proximos a terras agricolas (DAVIDSON et al., 2001), este fato foi
associado com a presenca de agrotdxicos no ambiente (BOONE; BRIDGES, 1999; BOONE;
SEMLITSCH, 2001; DAVIDSON et al., 2001; RELYEA, 2005). No Brasil existem poucas
informacdes sobre os efeitos genotdxicos e mutagénicos dos agrotoxicos em anfibios (DA
SILVA et al., 2013; CAMPANA et al., 2003; KOPE et al., 2007). Entre os poucos trabalhos
existentes, a maioria foi feita em laboratério, o que muitas vezes ndo condiz com a realidade
encontrada no habitat natural desses organismos.

E esperado que organismos bioindicadores expostos a ambientes contaminados
desenvolvam alteragdes morfoldgicas, fisiolégicas e comportamentais. Devido a isso, é
importante conhecer 0s niveis basais dessas alteracdes a serem observadas nos organismos
qgue vivem em regides que apresentam um histérico de contaminacdo e comparar com
organismos da mesma espécie que vivem em uma regido de referéncia. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi correlacionar a Frequéncia de MN observadas nos girinos de Hypsiboas
creptans, que vivem no meio das plantagdes do Perimetro Irrigado Califérnia (PIC), onde sdo
pulverizados agrotdxicos frequentemente, com os girinos, da mesma espécie, encontrados na
unidade de Conservacdo Monumento Natural Grota do Angico (MNGA), utilizada aqui como

sitio de referéncia, uma vez que ndo ha influéncia direta de agrotoxicos em seus limites.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Descricdo da area de estudo

2.1.1 Perimetro Irrigado Califérnia

Girinos de Hypsiboas creptans foram coletados em 3 diferentes corpos de agua
temporarios (CD1, CD2, CD3), no meio das plantacdes de quiabo (09°42°37,3” S/
37°42°51,9” W), (09° 42°36,8” S/ 37°43°02.1”W) e (09°417°58,9”S/37°43700.7°W) do PIC,
localizado no municipio de Canindé de sdo Francisco, no extremo noroeste de Sergipe, alto
sertdo sergipano. De acordo com Gomes et al (2009), este Perimetro esta dividido em 333
lotes, apresenta uma area total de 3.980 hectares possuindo as duas formas de exploracdo
agricolas que sao recomendadas para a regido semiarida: a agricultura irrigada e a de sequeiro
(resistente a seca). O sistema de irrigacdo é alimentado com &gua captada diretamente do Rio
Sdo Francisco, através da estacdo de bombeamento central, que eleva as vazdes de irrigacdo a
uma altura de 170 metros, com capacidade de 1.540 m®/s. Nos 2.620 ha das terras nao
irrigaveis, existem implantados lotes de sequeiro e area utilizada para reservas florestais. S&o
exploradas as culturas da goiaba, cenoura, acerola, banana, feijao de corda, abébora, milho,
mandioca, tomate, com destaque para o quiabo, que é a cultura mais explorada e a que mais

consome agrotoxicos.

EAMINGE DO
SAG FRANCISCOD

PERIMETRO IRRIGADO
CALIFORMLA

P::*::. REDONDOD

POLO DE IRRIGAGAC
JACARE-CURITUBA § CALIFORMILA

Figura 3. Localizagdo do Perimetro Irrigado Califérnia em Sergipe. Fonte: Pinheiro, 2004.
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2.1.2 Unidade de Conservagdo Monumento Natural Grota do Angico (MNGA)

Girinos da espécie Hypsiboas creptans foram coletados num acude temporario
(09°41°12,8” S/ 37°43°00.6”), localizado Na MNGA, regido usada como sitio de referéncia,
localizada no dominio morfoclimatico da Caatinga, entre 0os municipios de Pogo Redondo e

Canindé de Sao Francisco, alto sertdo sergipano, as margens do Rio S&o Francisco.

Legenda

MNG A-Monumento Natural Grotz do Angico
|

Estado de Sergipe

—

Figura 4. Localizagdo da Unidade de Conservacdo Monumento Natural Grota do Angico. Fonte:
Breno Moura.
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2.2 Andlise de residuos de agrotoxicos

Residuos de agrotoxicos (Lista de agrotoxicos analisados em anexo), foram
analisados em todas as amostras de agua coletadas no PIC, através do método Multiresiduo
LC-MS/MS elou CG-MS/MS. Para estas andlises, 2 L de agua foram obtidos de cada corpo
de &gua, armazenados em vidro &mbar e levado em um prazo maximo de 24 horas ap06s a
coleta para o laboratorio. Algumas amostras foram analisadas no Laboratorio de estudos
ambientais (LEA), do Instituto de Tecnologia e Pesquisa de Sergipe (ITP) e outras no
Laboratdrio de analises de Residuos de agrotdxicos do Instituto de Tecnologia de Pernambuco
(ITEP).

2.3 Girinos em estudo

Girinos de Hypsiboas creptans foram escolhidos para este estudo por ser a espécie
dominante nos corpos de agua temporarios do PIC. Esta espécie pertence a familia Hylidae,
com ampla distribuicdo geografica, podendo ser encontrada em florestas tropicais Umidas,
ambientes semiéridos e pastagens.

Para este trabalho foram coletados um total de 60 girinos: 15 girinos no CD1 em
Agosto de 2013, 15 girinos no CD2 em Marco de 2014 e 15 girinos no CD3 em Abril de
2014. Em Novembro de 2014, foram coletados 15 girinos no acude temporario do MNGA.
Devido & escassez de chuvas no semiérido, entre 0s meses de Novembro de 2012 a Maio de
2014, foram os Unicos meses nos quais foram encontrados os girinos. Todos eram
premetamorfoseados (estagio 31-34) (GOSNER, 1960), com comprimento médio de 5,0 £ 0,6
cm e peso médio de 1,19 + 0,10 g. Foram coletados 15 girinos em cada corpo de agua do PIC
e 15 no acude do MNGA.

Figura 6. Girino de H. creptans. Fonte: Arquivo pessoal.
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2.4 Teste do Micronucleo (TMN)

2.4.1 Coleta de sangue e tratamento

Os girinos foram anestesiados por aproximadamente 2 min com solucdo de Lidocaina
(Pearson), imediatamente amostras de sangue foram obtidas por puncdo cardiaca, utilizando
seringas descartaveis de insulina. Para cada animal foram feitos dois esfregagos de sangue em
laminas limpas e identificadas. Apos a secagem as laminas foram fixadas e coradas com o
conjunto de corantes para coloracdo diferencial rapida em Hematologia (New Prov). Apos a
secagem, as laminas foram analisadas com o auxilio de microscopio Optico de luz, marca

Olympus®, em objetiva de 100x. Foram analisadas 1000 células por animal.

2.5 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados adotando-se a analise de variancia ANOVA one-way para
medidas paramétricas, seguidas do pds-teste de Tukey para comparacao entres os grupos. Os
teste foram realizados com o programa BioEstat — versdo 5.3. Para todos 0s grupos
consideraram-se estatisticamente significativos quando p<0,05.

A frequéncia de micronucleos encontrada nos eritrécitos de cada corpo de &agua
temporario do PIC, foi comparada com a frequéncia de micronlcleos encontrada nos

eritrocitos dos girinos do sitio de referéncia (MNGA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ja foi comprovado que os anfibios podem ser excelentes bioindicadores da qualidade
de ambientes aquaticos e terrestres, impactados por agrotoxicos (BLAUSTEIN; JOHNSON,
2003; BLAUSTEIN; KATS 2003). Devido a sensibilidade extrema, girinos de diversas
especies tem sido amplamente utilizados como bioindicadores da presencga de contaminantes
guimicos na agua (BURGUER et al., 2014).

No contexto, o0 TMN é o mais usado para a avaliacdo do potencial genotoxico de
agrotoxicos em girinos (CAMPANA et al., 2003; LAJMANOVICH et al., 2005; LANCTOT
et al., 2013; ARCAUTE et al., 2014; PEREZ-IGLESIAS et al., 2014). Muitos estudos ja
foram feitos, entretanto, na maioria deles foram avaliados o efeito do produto comercial em
girinos ex situ. Estudos sobre o impacto dos agrotoxicos em girinos in situ sdo de grande

importancia, uma vez que a concentragdo, transporte, transformacéo e disposicao final de um
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contaminante no ambiente dependem das propriedades do ambiente e das caracteristicas do
contaminante. A toxicidade e ecotoxicidade dos produtos de degradacdo dos agrotdxicos
podem diferir enormemente da molécula-mae, inclusive alguns produtos de degradacéo
podem ser mais toxicos que o ingrediente-ativo original (SPADOTTO, 2004).

Dada a importancia da irrigacdo para a populacdo do semidrido, da importancia
ecoldgica dos corpos de dgua temporéarios da regido para a populacdo humana e para a biota
que habita neles, no presente estudo foi avaliado o potencial mutagénico da agua de 3
diferentes corpos de agua temporarios do Perimetro Irrigado California por meio do TMN em
girinos de Hypsiboas creptans, através da comparacdo da frequéncia de MN dos girinos
desses corpos de dgua com outros espécimes de uma area de referéncia (MNGA).

Os resultados aqui apresentados apontaram diferencas significativas entre as
frequéncias de MN dos anfibios dos corpos de agua temporarios do PIC e do acude do
MNGA (p<0,05) (Tab.1). Pelo teste de Tukey, foi possivel observar que os girinos do corpo
de &gua temporario 2 (CD2) apresentaram um aumento significativo na frequéncia de MN,
guando comparados ao grupo de girinos do corpo de agua da area de referéncia (MNGA);
entre os girinos dos corpos de dgua do PIC ndo houve diferencas significativas entre o0 numero

de eritrocitos micronucleados.

Tabela 1. Andlise de Variancia do percentual de micronuicleos (MN) calculado em eritrécitos de girinos de
Hypsiboas creptans do Perimetro Irrigado Califérnia e do MNGA.

Fonte de Variacéo GL SQ QM F P
Tratamento 3 27.482 9.161 3.6906 0.0173
Residuo 52 129.071 2.482
Total 55 156.553

GL = graus de liberdade, SQ = soma de quadrados, QM = quadrado médio,

No Brasil, a contaminacdo dos recursos hidricos por agrotoxicos pode ser
potencializada, uma vez que esse pais tornou-se o maior consumidor de agrotdxicos do
mundo (GAMA et al., 2013). O risco de contaminagdo dos corpos de agua de perto ou de
dentro das plantagdes € muito alto, por que a &gua da chuva ou da propria irrigacdo pode
facilitar a entrada de agrotdxicos nesses recursos hidricos. O uso de misturas de agrotoxicos é
uma pratica relativamente comum na agricultura (SILVA et al., 2013). Assim, nos casos de
avaliacdo, quando se faz varredura dos agrotéxicos na agua, geralmente sdo detectados mais
de dois produtos (FILIZOLA et al., 2002; RIBEIRO; DORES, 2013; POSSAVATZ et al.,
2014).
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Por meio dos resultados das analises quimicas realizadas com as amostras dos recursos
hidricos em estudo (Tab. 2), podemos sugerir que 0s residuos de agrotoxicos encontrados
nelas, em sinergismo ou isolados, possam ser 0s responsaveis pelos efeitos mutagénicos
observados nos girinos. No corpo de agua 2 (CD2), foram detectados 0s agrotoxicos
Malathion e Chlorpyrifos; no corpo de &gua 3 (CD3), foram detectados o Methomyl,
Malathion e Hexythiazox. No corpo de &gua 1(CD1) assim como no MNGA, ndo foram

detectados agrotoxicos, o Limite de deteccdo foi menor que 0,03 (LQ <0,03).

Tabela 2. Caracterizacdo fisico - quimica das amostras de dgua dos corpos de agua temporarios do Perimetro
Irrigado Califérnia e do MNGA

Local de Oxigénio Concentracdo de agrotdxicos (ug/L)
coleta Temperatura pH dissolvido
e periodo °C mg/L Methomyl Malathion Chlorpyrifos  Hexythiazox
CD1
Agosto (2013) 24,9 7,9 8,04 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
CD2
Marco (2013) 23,8 6,7 8,01 <0,03 0,9 0,85 <0.03
CD3
Abril (2014) 25,3 6,8 7,98 1,09 0,08 <0,03 0,20
MNGA
Novembro 27,6 7,8 8,83 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
(2013)

CD1 = corpo de agua temporério 1, CD2 = corpo de agua temporério 2, CD3 = corpo de agua temporério 3,
MNGA = agude temporario do Monumento Natural Grota do Angico

Na tabela 3, pode-se observar que apesar da Analise de variancia (Tab 2) detectar a
diferenca significativa somente entre 0 CD2 e 0 MNGA, no corpo de agua 3, onde foi
detectada a presenca de trés agrotoxicos diferentes, o nimero de eritrécitos micronucleados
foi o dobro do numero encontrado nos eritrocitos dos girinos que habitavam a area de
referéncia (MNGA).

Tabela 3. Frequéncia de Eritrocitos micronucleados em girinos de H. creptans.

Local N de individuos n de células Total de MN
analisadas

Corpo de agua 1 15 15000 9

Corpo de agua 2 15 15000 33

Corpo de agua 3 15 15000 14

Avrea de referéncia (MNGA) 15 15000 6
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De acordo com a World Health Organization (WHQO), o Malathion é um inseticida
organoclorado que atua na inibicdo da atividade da acetilcolinesterase. Varios estudos
demonstraram 0 potencial genotoxico desse agrotdxico em algumas espécies, inclusive em
humanos.

Camundongos machos, expostos dermicamente ao Malathion, sofreram aberragcfes
cromossémicas nas células da medula déssea e nas células germinativas (SALVADORI et al.,
1988). GIRI et al., (2013), através da exposi¢cdo de camundongos ao Malathion, pela via
intraperitoneal e via oral, observaram um aumento significativo na frequéncia de
microndcleos nos eritrocitos destes organismos. Linfdcitos humanos, in vitro, expostos ao
Malathion, tiveram um aumento significativo de dele¢fes cromossomicas (PLUTH et al.,
1996). BLASIAK et al., (1999), expuseram linfécitos periféricos do sangue humano, in vitro,
a diferentes concentraces do Malathion e observaram um aumento significativo de quebras
do DNA dos genes supressores de tumores, indicando que este agrotdxico pode provocar
cancer. O Teste do micronicleo em peixes da espécie Channa punctatus, expostos a
diferentes concentra¢es do Malathion, comprovou que 0 mesmo pode provocar um aumento
significativo na frequéncia de micronucleos (KUMAR et al., 2010; PARVEN; JOSSE et al.,
2014).

O Hexythiazox é um acaricida da classificacdo toxicoldgica Ill, muito toxico para
espécies de dgua doce. Tem potencial de bioacumulagdo moderada, mas pode causar impactos
nas espécies do topo da cadeia alimentar, principalmente as que se alimentam de peixes, uma
vez que foi comprovado que ele pode se acumular nas visceras e musculos desses organismos
(EPA, 2007).

O Chlorpyrifos é um inseticida organofosforado da classificacdo toxicoldgica I,
extremamente tdxico. De acordo com United States Environmental Protection Agency (EPA -
2002), em humanos ele pode causar a inibicdo da enzima colinesterase e, em caso de
exposicdo prolongada, pode levar a morte. O Clorpyrifos ja demonstrou seu potencial
genotoxico em algumas especies. Através do ensaio cometa e do Teste do Micronucleo em
girinos da espécie Bufo gargarizans e em peixes da espécie Channa punctatus, foi
comprovado que este inseticida provocou o aumento das lesGes cromossémicas nos eritrocitos
dos girinos (YIN et al., 2009) e dos peixes (ALI et al., 2008). Em fémeas de camundongos
gestantes, foram administradas doses Unicas de Clorpyrifos por via intraperitoneal, apos o
terceiro dia de gestacdo, os blastocistos foram coletados para o Teste do Microndcleo. Foi
observado um aumento significativo na frequéncia de microntcleos (TIAN; YAMAUCHI,
2003).
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O Methomyl é o inseticida mais usado nas areas agricolas do mundo, tendo
classificacao toxicologica I. De acordo com o EPA (1998), este inseticida pode causar riscos
aos organismos aquaticos sempre que for utilizado, e se as aplicagdes forem repetidas, 0s
organismos podem sofrer riscos cronicos. Alguns estudos comprovaram o potencial
genotéxico do Methomyl em mamiferos. Em Camundongos tratados com injecGes
intraperitoneais da formulagdo comercial do Methomyl (Lannate 25), foi detectado um
aumento na frequéncia de micronucleos em células da medula 6ssea (BOLOGNESI et al.,
1994). Em ratos albinos machos, tratados por um periodo de 30 dias com o Methomyl, por via
oral, foram detectados efeitos mutagénicos (EL-BENDARY et al., 2014). Em culturas de
linfocitos humanos, tratados ¢ a formulacdo comercial do Methomyl (Lannate), trocas de
cromatides irmas foram significativamente aumentadas (BONATTI et al., 1994).

Nosso estudo foi o primeiro trabalho realizado no Estado de Sergipe sobre avaliagédo
do impacto mutagénico de agrotoxicos presentes em corpos de agua temporarios do
Semiarido sergipano. Dados sobre o potencial genotdxico dessas &guas é de extrema
importancia, uma vez que as alteracBes provocadas no DNA dos organismos que habitam
esses ecossistemas ou da populacdo humana exposta, ao longo do tempo podem causar morte
celular e/ou céncer, prejudicando e comprometendo a diversidade das espécies (SPADOTO et
al., 2004). Além disso, a deposicdo continuada desses agrotdxicos no solo perpetua a presenca
desses no ambiente, fazendo com que eles entrem no ciclo geoquimico das areas impactadas,
e, por ultimo, entrem em contato com a biota residente e com as populacdes humanas que
vivem em seu entorno ( DA SILVA et al., 2013).

Outros estudos em campo, no Perimetro Irrigado California, devem ser feitos e
integrados aos bioensaios em laboratério, pois o efeito que um agrotdxico causa sozinho ou
em sinergia com outro, pode depender da concentracdo do quimico encontrada no ambiente
ou do tempo de exposi¢cdo desse organismo no ambiente contaminado (DA SILVA et al.,
2013).
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Capitulo 11

Avaliacdo mutagénica de residuos de agrotdxicos presentes em corpos de agua
temporarios de uma area de agricultura irrigada, no semiarido sergipano, em células

somaticas de Drosophila melanogaster
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RESUMO

Para aumentar a producdo de alimentos, as areas agriculturaveis estdo crescendo e,
consequentemente, diversos tipos de agrotoxicos tem sido usados em excesso nestas areas.
Grande parte dos agrotoxicos sdo persistentes no ambiente, dependendo da caracteristica
fisico-quimica e da forma como séo pulverizados, através do escoamento superficial e/ou da
percolacéo no solo, podem alcangar e contaminar o0s recursos hidricos proximos as plantacoes.
A contaminacgdo das aguas € muito preocupante, principalmente no semiarido nordestino, que
convive com o problema da escassez de agua em decorréncia dos longos periodos de
estiagem. O Perimetro Irrigado Califérnia, localizado no estado de Sergipe, foi criado pelo
Governo Federal com o objetivo de minimizar a problematica da seca no semiarido sergipano.
A irrigacdo possibilitou o aumento da disponibilidade de terra agriculturdvel e gerou mais
empregos. Entretanto, nesse Perimetro ja foi comprovado que culturas como a do tomate e do
quiabo recebem aplicacGes excessivas de agrotdxicos sem que o0s agricultores se protejam
conscientemente deles, adquirindo com o tempo problemas de saude. A agua oriunda da
propria irrigacdo facilita a entrada dos residuos de agrotoxicos nos corpos de agua
temporarios presentes no meio das plantagcbes, contaminando assim esses pequenos
ecossistemas. Diante da importancia Socioeconémica do Perimetro Irrigado Califérnia e da
importancia Ecoldgica dos corpos de dgua temporarios, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
possivel presenca de agrotoxicos com potenciais efeitos mutagénicos nas amostras de agua de
diferentes corpos de &gua temporarios do Perimetro Irrigado Califérnia, por meio do Teste
SMART em células de asas de D. melanogaster. Para atingir o objetivo proposto, amostras de
agua de 6 diferentes corpos de agua temporarios (CD1, CD2, CD3, CD4, CD5 E CD6), entre
as plantacdes de quiabo, foram coletas e levadas para o laboratdrio de Genética e Conservacao
do Recursos Naturais da UFS, onde foi realizado o Teste SMART, em céluas de asas de D.
melanogaster. Observou-se aumento na frequéncia de manchas mutantes em células da asa de
D melanogaster somente para um dos corpos de dgua (CD5), onde ndo havia agrotdxicos
detectados, o que nos permite concluir que ha genotoxinas de diferentes fontes presentes no
ambiente deste Perimetro, gerando impactos sobre a agua e a biota residente, trazendo enorme

risco para os agricultores e suas familias que convivem nesse ambiente.

Palavras-chave: agrotoxicos, Drosophila melanogaster, corpos de agua temporarios.
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1 INTRODUCAO

O uso excessivo de agrotoxicos € o resultado da baixa eficacia da aplicacdo destes
produtos e do aumento da resisténcia a eles, o que pode estar relacionado ao uso indevido
desses produtos quimicos, como o uso em longo prazo do mesmo produto (LI et al., 2014).
Na tentativa de combater a resisténcia das pragas aos agrotoxicos, além de aumentar o nimero
de pulverizaces, os agricultores misturam varios agrotoxicos em elevadas concentragdes. Por
essa razdo, atualmente a agricultura é considerada umas das principais fontes de
contaminacdo, podendo causar sérios danos ao ambiente, a vida humana e selvagem
(WILSON et al., 2001).

Grande parte dos agrotdxicos e persistente no ambiente, dependendo da caracteristica
fisico-quimica do produto e da forma como sdo pulverizados. Atraveés do escoamento
superficial e/ou da percolacdo no solo; podem alcancar e contaminar 0s corpos de agua
préximos as plantagdes, rios, len¢ois freaticos e mares (SANTOS; SILVA, 2007; VON DER
OHE et al., 2007; BELENGUER et al., 2013).

Geralmente os agrotdxicos sdo constituidos por uma grande variedade de compostos
qguimicos e biolodgicos com caracteristicas naturais biocidas, desenvolvidos exclusivamente
para matar, exterminar ou regular o crescimento de seres vivos (LEITE; TORRES, 2008).
Assim, além da contaminacdo ambiental, como determinados processos bioquimicos sdo
comuns a todos 0s seres Vivos, 0s agrotoxicos acabam causando efeitos nocivos em espécies
nao alvo, (SOUZA et al., 2012; SANCHEZ-BARBUDO et al., 2012; HERNANDEZ, 2013),
sobretudo em humanos. Existem relatos de que a exposi¢cdo a agrotoxicos, seja através do
ambiente ou da alimentag&o, ao longo do tempo pode causar morte fetal (BELL et al., 2001),
suicidio dos trabalhadores rurais por auto envenenamento (GUNNEL; EDDLESTON, 2003;
PIRES et al., 2005; CHANG et al., 2012), cancer (ALAVANJA et al., 2004; KOUTROS et
al.; 2012; VAKONAKI et al., 2013), doencas crénicas (MOSTAFALOU; ABDOLLAHI,
2013), mutagdes (WANG; ZHAO, 2012; COLLOTA et al., 2013; VAKONAKI et al., 2013),
além de outros efeitos indesejaveis.

De acordo com a ANVISA (2012), o Brasil atualmente é o maior consumidor de
agrotoxicos do mundo. Enquanto nos ultimos dez anos, o mercado mundial de agrotdxicos
cresceu 93%, o mercado brasileiro cresceu 190%. Considerando que os recursos hidricos sao

0s principais destinos desses compostos, a principal preocupacao é a contaminacdo das aguas,
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principalmente no semiarido nordestino, que convive com o problema da escassez de agua em
decorréncia dos longos periodos de estiagem (GAMA et al., 2013).

O problema da seca dificulta a agricultura de sequeiro (que nao € irrigada, dependente
das chuvas) impossibilitando a sobrevivéncia dos pequenos agricultores. Assim, projetos de
irrigacdo vém sendo implantados em muitas regifes do semidrido. Geralmente esses
perimetros sdo divididos em lotes ou &reas de cultivo distribuidas entre os pequenos
agricultores, onde existe um sistema de irrigacdo apoiado em mananciais de grande
capacidade. Apesar de beneficiar as regides com a irrigacdo, gerando mais empregos e
produzindo mais alimentos, nesses projetos ndo ha uma preocupagdo maior com 0 Uuso
racional dos recursos hidricos (SOUZA et al., 2010). O conhecimento a respeito da qualidade
dos recursos hidricos é de fundamental importancia nas regides agricolas, uma vez que nestas
regides é lancada uma grande diversidade de agrotdxicos (ANDRADE et al., 2011).

Na regido semiérida brasileira, a maior parte dos corpos de dgua sdo temporéarios e
além de abrigar uma grande biodiversidade de espécies, muitas vezes eles servem de recurso
para a populacdo humana (ABILIO et al., 2007). Devido & natureza ciclica dos ambientes
temporarios, esses corpos de agua podem conter uma biota que ndo € encontrada em nenhum
outro tipo de habitat ou que possuem suas maiores populacdes nestes ambientes (WILLIAMS,
1985). Diante da enorme importancia ecoldgica desses corpos de agua, faltam estudos sobre a
avaliacdo dos poluentes nesses ecossistemas.

O Perimetro Irrigado Califérnia (PIC), localizado no estado de Sergipe, entre 0s
municipios de Canindé de Sdo Francisco e Poco Redondo, destaca-se pela sua importancia
socioecondmica; foi criado pelo Governo Federal com o objetivo de minimizar a problematica
da seca no semiarido sergipano. A irrigacao possibilitou o aumento da disponibilidade de terra
agriculturavel e o consequente aumento da oferta de alimentos, gerando assim mais empregos.
Sdo cultivadas varias culturas, como milho, feijdo de corda, goiaba, acerola, e outras. Dentre
estas, culturas como o quiabo e tomate recebem aplicacdes excessivas de agrotoxicos sem que
o0s agricultores se protejam conscientemente deles, adquirindo com o tempo problemas de
salde (GOMES et al., 2009). A &gua oriunda da propria irrigagdo facilita a entrada dos
residuos de agrotdxicos nos corpos de agua temporarios presentes no meio das plantagdes,
contaminando assim esses pequenos ecossistemas.

Analises do potencial efeito de mutagenicidade dos agrotdxicos presentes nos corpos
de 4gua podem ajudar na avaliacdo do risco genético de toda a biota que habita neles e
também da populagdo humana exposta.
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O Teste SMART (Somatic Mutation and Recombination Test), em D. melanogaster
(GRAF et al., 1984), j& provou ser uma excelente ferramenta para a avaliacdo do potencial
genotoxico de determinadas substancias como o extrato aquoso de propolis (VALADARES,
et al., 2004), agrotoxicos (OSABA et al., 2002; KAYA et al., 2004; FRAGIORGE et al.,
2008), além de amostras ambientais de diferentes localidades (PANTALEAO et al., 2007;
PIMENTA et al, 2008; ASKIN; INCEKARA, 2010; JACOCIUNAS et al.; 2010).

Diante da importancia Socioecondmica do Perimetro Irrigado Califérnia e da
importancia Ecologica dos corpos de dgua temporarios, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos mutagénicos de amostras de &gua de diferentes corpos de agua temporérios do
Perimetro Irrigado Califérnia por meio do Teste SMART em células de asa de D.

melanogaster.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacdo da area de estudo e locais de coleta das amostras de agua.

A érea escolhida para o presente estudo foi o PIC (9°44’S /37°51° O) , localizado no
municipio de Canindé de S&o Francisco, extremo noroeste do Estado de Sergipe, alto sertdo
sergipano. Possui uma area de 3.980 ha, com 333 lotes, sendo 272 irrigados e 61 de sequeiro,
dependentes de chuva para a producdo. As culturas predominates do PIC sdo milho, feijao de
corda, goiaba, quiabo e tomate. Nas areas irrigadas € utilizada a tecnologia de irrigacdo por
microaspersdo cujo sistema é abastecido com agua captada diretamente do Rio Sado Francisco
(AMORIM et al., 2010). O PIC a algum tempo vem sofrendo impactos decorrentes da
poluicdo ambiental antropogénica, conferida, principalmente pelo uso excessivo de
agrotoxicos nas culturas (GOMES et al., 2009).
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Figura 1. Localizacdo do Perimetro Irrigado Califérnia em Canindé de S&o Francisco,
Sergipe. Fonte: AMORIM et al., 2010.

Foram coletadas amostras de agua em 6 diferentes corpos de agua temporarios naturais
que apresentam acumulo de adgua proveniente das chuvas, ou da irrigacdo, podendo secar no
periodo de estiagem (CD1, CD2, CD3, CD4, CD5 E CD6), localizados entre as plantacGes.
As coletas foram realizadas nos meses de Agosto de 2013 , Margo e Abril de 2014. Foram
avaliadas amostras de 2 locais por més de coleta. As amostras foram levadas paro o
Laboratdrio de Genética e Conservacdo dos Recursos Naturais da Universidade Federal de
Sergipe e preservadas numa temperatura de -20 ° C, segundo a metodologia de VARGAS et
al., (1993), até a realizag&o dos experimentos.
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Figura 2. Pontos de coleta de agua no Perimetro Irrigado Califérnia.

2.2 Analise de residuos de agrotoxicos

Residuos de agrotoxicos (Lista de agrotdxicos analisados em anexo), foram
analisados em todas as amostras de agua coletadas no PIC, através do método Multiresiduo
LC-MS/MS e/ou CG-MS/MS. Para estas analises, 2L de dgua foram obtidos de cada corpo de
agua, armazenados em vidro ambar e levado para o laboratério em um prazo maximo de 24
horas apds a coleta. Algumas amostras foram analisadas no Laboratorio de Estudos
Ambientais (LEA), do Instituto de Tecnologia e Pesquisa de Sergipe (ITP) e outras no
Laboratdrio de analises de Residuos de agrotdxicos do Instituto de Tecnologia de Pernambuco
(ITEP).

2.3 Teste para deteccdo de mutagdo e Recombinagdo Somética (SMART)
2.3.1 Obtencao de Larvas e Tratamento

As linhagens mutantes de D. Melanogaster, mwh (mwh/mwh), flare-3
(fI¥/IN(BLR)TM3, rip® sep 1(3)89Aabx*** e Bd®) e ORR; flare-3 (ORR/ORR;
flr*/In(BLR)TM3, rip® sep 1(3)89Aabx** e Bd®) foram mantidas em frascos de ¥ de litro
contendo meio de cultura para Drosophila (820 mL de &gua, 25 g de fermento biolégico, 11 ¢
de &gar, 150 g de banana e 1 g de nipagin).
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Figura 3. Frascos de vidro contendo meio de cultura para D. Melanogaster. Arquivo pessoal.

Para a avaliacdo da atividade genotoxica das amostras de agua coletadas no Perimetro
Irrigado Califérnia foram feitos dois diferentes cruzamentos: o cruzamento padrdo - ST
(fémeas virgens flare-3 cruzadas com machos mwh), de acordo com o protocolo seguido por
Graf et al (1989), e o cruzamento de alta capacidade de bioativacdo metabdlica - HB (fémeas
virgens ORR; flare-3 cruzadas com machos mwh) (GRAF; VAN SCHAIK, 1992).

Os ovos foram coletados durante um periodo de 8 horas em frascos contendo uma base
solida de agar (3% de agar em agua) e uma camada de fermento suplementado com sacarose.
Apos 72 +/- 4 h, larvas de 3° estagio foram lavadas com agua corrente e coletadas com o
auxilio de uma peneira de malha fina.

Grupos com cerca de 100 larvas foram transferidos para frascos de vidro de 25 mL,
contendo 1,5 g de meio de cultura alternativo (puré de batatas, Yoki®) hidratados com 5 mL
das amostras de agua. Nas coletas dos meses de Agosto de 2013 e Marco de 2014, os
experimentos foram feitos com as amostras na concentra¢do de 100%. Na coleta do més de
Abril de 2014, devido a morte das larvas do tratamento do més de Margo, 0s experimentos
foram feitos com as amostras em 4 diferentes concentragcdes (100%, 50%, 25% e 12,5%). Para

o controle positivo de todo o experimento foi usado Uretano (10 mM), para o controle
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negativo e para a diluigdo das amostras foi usada agua ultra pura. O Tratamento crénico durou
aproximadamente 48 horas.

Por meio deste procedimento experimental, as células dos discos imaginais que irdo
originar as asas dos adultos ficam expostas as amostras ambientais por 5 a 6 ciclos mitdticos,
correspondendo a 95% de todas as divisdes celulares que ocorrem desde o inicio do
desenvolvimento de D. melanogaster até o estagio de pupa (FREI et al.,1992).

2.3.2 Preparacéo das laminas e analise do material

Moscas adultas emergentes dos cruzamentos ST e HB, portadoras dos genotipos trans-
heterozigotos marcados — MH (mwh +/+fIr®) e heterozigotos balanceados — BH (mwh +/+
TM3, Bd®), foram coletadas e conservadas em etanol 70%. E possivel distinguir os individuos
MH dos BH fenotipicamente, uma vez que os individuos portadores do marcador Bd®
(presente nos descendentes BH), durante o periodo da metamorfose, adquirem um recorte na
borda das asas apresentando, assim, asas com aspecto serrilhado, ao passo que adultos MH
possuem asas de aspecto liso (GRAF et al., 1984).

Posteriormente, as asas das moscas MH, foram extraidas com auxilio de pincas
entomoldgicas e estendidas sobre as I&minas, fixadas com solucdo de faure (30 g de goma
arébica, 20 mL de glicerol, 50g de hidrato de cloral e 50 mL de agua destilada) e cobertas
com laminulas. Apds a secagem, as laminas foram analisadas com o auxilio de microscépio
optico de luz, marca Olympus®, com aumento de 400x. Para cada tratamento foram
analisadas asas de 30 individuos (15 de cada sexo). Foram registrados o numero, tipo e

tamanho das manchas mutantes.

2.4 Andlise Estatistica dos dados

Os dados foram avaliados de acordo com o procedimento descrito por Frei; Wigler
(1988). As frequéncias de cada tipo de clones mutantes por individuo foram comparadas com
as séries do controle negativo usando o teste binomial condicional de Kastenbaum; Bowman

(1970), com nivel de significancia fixado em o=p=0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O despejo de substancias quimicas contaminantes no meio aquatico tem o potencial de
perturbar a estrutura e o funcionamento dos ecossistemas naturais (VANZELLA et al., 2007).
Dentre as diversas fontes de polui¢do das &guas, 0s agrotoxicos lancados nos ecossistemas por
meio das atividades agricolas e urbanas, sdo considerados 0s contaminantes mais perigosos
para 0 ambiente, uma vez que sdo toxicos, persistentes, capazes de bioacumular e ainda
participar de diversos processos fisicos, quimicos e bioldgicos (KOUZAYHA et al., 2012).
Geralmente, 0,1 % da quantidade total de agrotoxicos pulverizados atinge o organismo alvo
enquanto o restante, 99,9%, tem potencial para se mover para outros compartimentos
ambientais, como 0s ecossistemas aquaticos superficiais e subterraneos (LANCHOTT et al.,
2000).

Neste trabalho foi avaliado o potencial genotdxico de 6 diferentes corpos de agua
temporarios do Perimetro Irrigado California, por meio do teste SMART. Este local foi
escolhido por ser uma regido agricola onde sdo pulverizados agrotéxicos constantemente
(PINHEIRO; DOREA, 2003) e os residuos destes, através do escoamento superficial, podem
atingir os corpos de agua temporarios localizados perto das plantacdes. Para a zona Semiarida,
estes corpos de dgua sdo de fundamental importancia para a sobrevivéncia da biota que habita
neles, e, devido a seca, muitas vezes eles servem de recurso para a populagédo humana.

As Tabelas 1 e 2 resumem os resultados obtidos das analises dos descendentes trans-
heterozigotos marcados (MH) dos cruzamentos ST e HB, tratados com as amostras ambientais
provenientes dos corpos de agua temporarios 1,2,5 e 6 e seus respectivos controles positivo
(Uretano 10mM). Na tabela 3 estdo representados os resultados das analises quimicas das
amostras de agua.

O resultado das frequéncias de manchas mutantes (simples pequenas, simples grandes
e gémeas), das amostras de agua coletadas em Agosto de 2013, provenientes do cruzamento
ST e HB, dos corpos de agua 1, 2, foram estatisticamente ndo significativos ou inconclusivos
(0>0,05), quando comparados com as frequéncias de manchas mutantes observadas em seus
respectivos controles negativos (Tabl e 2). A varredura de agrotoxicos ndo detectou a
presenca de agrotdxicos na agua de nenhum dos dois corpos de agua, o limite de deteccao foi
abaixo de 0,03 (LQ <0,03) (Tab. 3).

Provavelmente esses ecossistemas ndo foram contaminados com agrotoxicos ou se
foram, com o tempo decorrido as substancias quimicas podem ter sido degradadas ou

volatizadas no ambiente. De acordo com Tomita; Beyruth (2002), a partir do momento que 0
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agrotoxico chega a &gua, dependendo da caracteristica fisico-quimica do produto, o residuo
pode se ligar ao material particulado em suspensao, se depositar no sedimento do fundo ou ser
absorvido por organismos, correndo o risco de serem detoxicados ou acumulados. EXxiste
também a possibilidade de alguns agrotoxicos retornarem a atmosfera através da
volatilizagao.

As amostras ambientais dos corpos de dgua 3 (CD3) e 4 (CD4), coletadas no més de
Marco de 2014, apresentaram potencial altamente toxico para as larvas de D. melanogaster,
uma vez que todas as larvas morreram no primeiro dia de tratamento.

No corpo de agua 3 foram detectados os agrotoxicos Malathion e Chlorpyrifos e no
corpo de agua 4, o Methomyl, Hexythiazox e Pyrimethanil (Tab. 3)

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (2014), o
Malathion, o Clorpyrifos e o Methomyl, sdo inseticidas das classes toxicologicas Il
(medianamente toxico), 11 (tdxico) e | (muito tdxico), respectivamente. O Hexythiazox é um
acaricida e o Pyrimethanil um fungicida, ambos pertencentes a classificacao toxicoldgica IlI.

Devido a morte de todas as larvas dos tratamentos do més de Marco de 2014, para a
avaliacdo do potencial mutagénico dos agrotdxicos presentes nas amostras de agua dos corpos
de &gua 5 e 6, coletadas no més de Abril de 2014, os tratamentos foram feitos com as
amostras ambientais puras (100%) e nas concentracdo de 50%, 25% e 12,5%, diluidas com
agua ultrapura.

Nos tratamentos realizados com a amostra ambiental do corpo de agua 5 e suas
diluicBes, todas as larvas sobreviveram, e o resultado foi significativo para a concentracédo de
25% do cruzamento ST, quando comparada ao controle negativo. Na amostra pura e nas
demais diluicbes os resultados foram estatisticamente ndo significativos ou inconclusivos
(0>0,05) (Tab. 1). Na anéalise quimica desta 4gua ndo foi detectada a presenga de nenhum
agrotoxico, Limite de deteccdo < 0,03 (LQ < 0,03) (Tab. 3).

Embora ndo tenha sido detectada a presenca de nenhum residuo de agrotéxico no
corpo de agua 5 (Tab. 3), o resultado deu positivo para a concentracdo de 25% do tratamento
ST. Considerando que s6 foram investigados no presente estudo agrotdxicos presentes na area
estudada, qualquer outro composto, como fertilizantes ou metais pesados podem ter gerado a
resposta genotoxica.

Nos tratamentos realizados com a amostra ambiental do corpo de agua 6 e suas
diluigBes, s6 sobreviveram as larvas provenientes do cruzamento HB, na dilui¢do de 12,5% e
as demais larvas morreram no primeiro dia do tratamento. O resultado do Teste SMART com
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as moscas sobreviventes foi estatisticamente ndo significativo ou inconclusivo (a>0,05) (Tab.
2). Foi detectado na amostra de agua deste corpo de &gua o inseticida Methomyl (Tab 3).

Os adultos que emergiram provenientes do cruzamento HB, do tratamento com a
diluicdo de 12,5 % da amostra ambiental do corpo de agua 6 (CD6), sobreviveram por que
conseguiram metabolizar o Methomyl na menor concentragcdo presente na dgua. Ainda que
tenha sido comprovado que o Methomyl tenha efeitos mutagénicos (BOLOGNESI et al.,
1994; GUANGGANG et al., 2013; EL-BENDARY et al., 2014), os resultados mostram que a
quantidade de agrotdxico presente na amostra de dgua ndo foi suficiente para gerar a resposta
mutagénica.

Neste trabalho foi observado que, em todos os experimentos, na presenca de
agrotoxicos nas amostras de agua dos Corpos de agua temporarios do PIC, a alta toxicidade
matou todas ou a maioria das larvas. No entanto, quando nas menores dilui¢cbes, houve
sobrevivéncia e néo foi detectada a mutagenicidade. Os resultados demonstram a necessidade
de estudos mais abrangentes, como a realizacdo de bioensaios que possam determinar a dose
necessaria para gerar a resposta mutagénica nos organismos testados. Estes devem incluir a
investigacdo de agrotoxicos e também outros possiveis contaminantes presentes nas areas
irrigadas. Os dados gerados serdo de grande utilidade para a avaliacdo de efeitos destes na
biota residente e na populacdo humana que utiliza os recursos do PIC.
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Tabela 1. Frequéncia de manchas mutantes observadas em asas de descendentes heterozigotos marcados (MH) de Drosophila melanogaster, obtidas na progénie do cruzamento padréo
(ST), depois do tratamento cronico das Larvas com amostras de dgua coletadas em 3 corpos de agua temporarios (CD1, CD2, CD5) do Perimetro Irrigado Califérnia, nos meses de
Agosto (2013) e Abril de 2014.

Manchas por individuo ( n°. de manchas ) diag. estatistico® Total
. . - Manchas
Periodo da Genétipos Tratamento n° de Manchas simples Manchas simples Manchas gémeas Total de manchas mwhe
Coleta moscas pequenas grande m=5 m=2 (n)
(1-2 céls)® (>2 céls)°
m=2 m=5
Agosto MH Uretano 30 1,13 (34) + 0,23 (07) + 0,13 (04) i 1,50 (45) + 45
(2013)
Agua ultrapura 30 0,07 (02) 0,03 (01) 0,00 (00) 0,10 (03) 3
Ch1 30 0,00 (00) 0,07 (02) i 0,00 (00) i 0,07 (02) i 2
Ch2 30 0,07 (02) 0,03 (01) i 0,03 (01) i 0,13 (04) i 4
Abril
(2014) MH Uretano 30 0,87 (26) + 0,07 (02) i 0,00 (00) i 0,97 (28) + 28
Agua ultrapura 30 0,10 (03) 0,00 (00) 0,00 (00) 0,10 (03) 3
CDS5 (100 %) 30 0,20 (06) i 0,07 (02) i 0,00 (00) i 0,27 (08) i 8
CDS5 (50 %) 30 0,03 (01) i 0,00 (00) i 0,03 (01) i 0,07 (02) i 2
CDS5 (25 %) 30 0,33 (10) + 0,03 (01) i 0,07 (02) i 0,43 (13) + 13
CD5 (12,5%) 30 0,03 (01) i 0,03 (01) i 0,03 (01) i 0,10 (03) i 3

? Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagdo para a avaliacdo de resultados
significativamente negativos. Niveis de significanciaa = b = 0,05. ° Incluindo manchas simples flr® raras. ¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para
as manchas gémeas.
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Tabela 2. Frequéncia de manchas mutantes observadas em asas de descendentes heterozigotos marcados (MH) de Drosophila melanogaster, obtidas na progénie do cruzamento de

alta capacidade de bioativacdo metabolica (HB), depois do tratamento cronico das Larvas com amostras de gua coletadas em 4 corpos de agua temporarios (CD1, CD2, CD5 e CD6)

do Perimetro Irrigado Califérnia, nos meses de Agosto (2013) e Abril de 2014.

Manchas por individuo (n°. de manchas ) diag. estatistico® Total de
- - - Manchas
Periodo da Genétipos Tratamento n° de Manchas simples Manchas simples Manchas gémeas Total de mwhe
Coleta moscas pequena grande m=5 manchas (n)
(1-2 céls)® (>2 céls)° m=2
m=2 m=5
Agosto MH Uretano 30 0,67 (20) + 0,40 (12) + 0,30 (09) + 1,37 (41) + 41
(2013)
Agua destilada 30 0,20 (06) 0,07 (02) 0,03 (01) 0,30 (09) 9
Ch1 30 0,13 (04) i 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,13 (04) - 2
Ch2 30 0,07 (02) - 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,07 (20) - 4
Abril
(2014) MH Uretano 30 1,57 (47) + 0,53 (16) i 0,20 (06) i 2,10 (63) + 63
Agua destilada 30 0,23 (07) 0,00 (00) 0,07 (02) 0,30 (09) 9
CDS5 (100 %) 30 0,17 (05) i 0,10 (03) i 0,00 (00) i 0,27 (08) i 8
CDS5 (50 %) 30 0,30 (09) i 0,03 (01) i 0,00 (00) i 0,33 (10) i 10
CD5 (25 %) 30 0,13 (04) — 0,03 (01)i 0,00 (00) i 0,17 (05) - 5
CD5 (12,5%) 30 0, 20(06) i 0,03 (01) i 0,03 (01) i 0,27 (08) i 8
CD6 (12,5 %) 30 0,13(04) - 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,13 (04) - 4

Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente

negativos. Niveis de significanciaa = b = 0,05. " Incluindo manchas simples flr® raras. ©Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
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Tabela 3. Caracterizagdo fisico — quimica das amostras de agua de 6 corpos de agua temporarios (CD1, CD2, CD3, CD4, CD5 E CD6, do Perimetro
Irrigado California — SE.

Oxigénio Concentracdo de agrotdxicos (ug/L)
dissolvido
Periodo Local de Temperatura pH mg/L Methomyl Malathion Chlorpyrifos  Hexythiazox  Pyrimethanil
de coleta coleta °C
Agosto (2013) CD1 24,9 7,9 8,04 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
CD2 23,7 7,6 7,82 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
Margo (2013) CD3 23,8 6,7 8,01 <0,03 0,9 0,85 <0,03 <0,03
CD4 24,3 6,9 7,02 2,0 <0,03 <0,03 0,28 0,12
Abril (2014) CD5 25,3 7,4 7,98 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
CD6 26,1 6,3 7,49 3,8 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
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DISCUSSAO GERAL

De um modo geral, as regifes semiaridas sdo caracterizadas pela deficiéncia hidrica
com imprevisibilidade das precipitacdes pluviométricas, e pela presenca de solos pobres em
matéria organica. A aridez sazonal é caracterizada pelo prolongado periodo seco anual que
eleva a temperatura local. Assim, o grau de aridez de uma regido depende da quantidade de
agua precipitada e da temperatura que influencia a perda de adgua através da evapotranspiracdo
potencial (DA SILVA, 2006).

A maior parte da regido Nordeste do Brasil localiza-se dentro da zona semiarida, €
conhecida como uma regido seca, em que a maioria da populacdo sobrevive da agricultura de
sequeiro. O sucesso das culturas implantadas depende da regularidade e quantidade das
chuvas. A precipitacdo pluvial pode variar consideravelmente, até mesmo dentro de alguns
quildmetros de distancia e em escalas de tempo diferentes, tornando as colheitas das culturas
imprevisiveis. As secas periodicas causam grandes problemas para a sociedade e para 0s
ecossistemas naturais (SILVA, 2011).

Para tentar amenizar o problema das secas e aumentar a produtividade agricola, o
Governo Federal implantou diversos Perimetros irrigados na regido semidrida. Estes
Perimetros constituem-se em areas que possuem um significativo potencial agriculturavel,
caracterizados por solos férteis, clima favoravel e abundante forca de trabalho. No entanto,
nos locais aonde implantaram esses Perimetros, foi imposto 0 modelo de producdo baseado na
Revolucdo Verde, protagonizado pelo agronegocio, caracterizando-se pelo uso intenso de
insumos mecanicos e quimicos, sobretudo agrotéxicos (PONTES et al., 2013). Este modelo
de agricultura afeta negativamente a disponibilidade de agua para o consumo humano e
promove a degradacdo ambiental, uma vez que os efluentes agricolas sdo contaminantes
potentes (AUGUSTO et al., 2012).

No Estado de Sergipe, ndo ha nenhum trabalho realizado sobre o impacto genotdxico
dos agrotdxicos nos corpos de dgua que se formam nas areas de agricultura irrigada, entre as
plantacOes. Essa observacdo é preocupante, visto que muitos agrotdxicos tem propriedades
carcinogénicas e mutagénicas comprovadas (SISMAN; TURKEZ, 2010; TLILI et al., 2010;
GEORGE; SHUKLA, 2011; NOAISHI et al., 2011; REISS et al., 2012; COALOVA et al.,
2013; KOUTROS et al., 2013), e esses corpos de agua além de servir de recurso para a

populacdo humana, abrigam uma grande biodiversidade de organismos (ABILIO et al., 2007).
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Do ponto de vista do risco genético para humanos e do significado ecoldgico para a
biota aquatica, a determinacdo da poténcia e a quantificacdo de mutégenos/carcindgenos
presentes em aguas de superficie € um dos mais importantes assuntos (PANTALEAO, 2006).

O PIC foi escolhido para este estudo devido a necessidade de monitoramento
sistematico na &rea, uma vez que ja foi relatado que o uso indiscriminado de agrotdxicos no
local esta influenciando negativamente a salde dos trabalhadores da area, inclusive ja foram
detectados residuos de agrotoxicos nos reservatorios de agua de algumas residéncias
(PINHEIRO, 2004; GOMES et al., 2009).

Estudos realizados in situ sdo capazes de proporcionar resultados mais realisticos do
que os laboratoriais pelo fato de expressarem uma situacdo muito mais proxima do real
guando comparados aos experimentos realizados em laboratério. Através destes estudos é
possivel extrapolar as condi¢des reais para 0 campo experimental, sendo possivel simular da
maneira mais proxima o ocorrido no ambiente natural (DORNFELD et al., 2006). Além do
mais, a contaminagdo do ambiente natural ocorre de forma natural ou por acdo antropica, e o
contato desses poluentes com o ambiente afeta o ecossistema como um todo, criando
situacbes com um alto nivel de complexidade e que ndo podem ser facilmente replicadas em
laboratério (BOONE; JAMES, 2005). Em ecossistemas naturais, existe ainda a influéncia
exercida pelos fatores abidticos e bidticos na dindmica dos poluentes que pode interferir nos
fatores como a formacdo de compostos secundarios toxicos e alteracdo do grau de toxicidade
do produto (VASCONCELOS, 2014).

Foram investigadas a presenca de agrotoxicos com potenciais efeitos mutagénicos nos
corpos de agua temporéarios do Perimetro Irrigado Califérnia (SE), por meio do Teste SMART
em células de asas de D. melanogaster e do Teste do Micronlcleo em girinos de H. creptans.
Ambos 0s testes ja& demonstraram ser confidveis para os estudos de monitoramento de aguas
superficiais impactadas por poluentes de origem antropogénica (MISSINI et al., 1996;
RODRIGUEZ-CEA et al., 2003; AMARAL et al., 2005; PANTALEAO, 2006; ASKIN, H;
INCEKARA, U, 2010). O presente trabalho foi realizado in situ e as avaliagdes bioldgicas
foram integradas com andlises quimicas, para confirmar a eficiéncia do estudo. Amostras de
agua de todos os corpos de agua estudados foram levados para o laboratério para a varredura
de agrotoxicos.

As coletas de amostras d"agua, para o Teste SMART, e de girinos, para o Teste do
Microndcleo, foram realizadas no PIC, nos meses de Agosto de 2013, Marco e Abril de 2014.

A regido semiéarida brasileira é reconhecida por seu longo periodo ciclico de secas, e

devido a escassez de chuvas no local, ndo foi possivel coletar amostras de agua e girinos nos
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mesmos corpos de &gua em todos os meses. Assim, no més de Agosto foram coletadas
amostras de agua em dois corpos de &gua para o Teste SMART, mas s6 foram encontrados
girinos em um destes. As analises quimicas ndo detectaram agrotdxicos nestes corpos d"agua
avaliados. O Resultado do Teste SMART foi ndo significativo ou inconclusivo e o resultado
do Teste do Micronucleo também néo foi significativo.

Em Marco foram coletadas amostras de &gua e girinos em dois corpos de agua
temporarios, entretanto os girinos coletados em um deles, chegaram mortos ao laboratorio.
Assim, foi realizado o TMN com os girinos provenientes de um unico local. Foram detectados
mais de dois tipos de agrotdxicos nestas amostras e o resultado do TMN foi significativo,
quando comparado ao resultado encontrado na &area de referéncia. Em relacdo ao Teste
SMART, néo foi possivel concluir o Tratamento, por que todas as larvas morreram.

No més de Abril, houve a necessidade de realizar duas coletas, por que na primeira,
ndo foram encontrados girinos. Assim, somente as amostras de agua de dois corpos de agua
temporarios, foram levadas para o laboratdrio para a realizacdo do Teste SMART. Entre as
duas amostras de agua destinadas para o Teste SMART, somente em uma delas foi detectado
0 agrotéxico Methomyl, na outra amostra ndo foi detectado nenhum residuo de agrotéxico.

No mesmo més, apds a primeira coleta, choveu durante alguns dias e como a
reproducdo dos anfibios é dependente de chuvas, posteriormente foram encontrados girinos de
H. creptans em um corpo de agua. Os mesmos foram coletados para a realizacdo do TMN. Na
amostra de agua do local de coleta dos girinos, foram detectados os agrotoxicos Methomyl,
Malathion e Hexythiazox. O Resultado ndo foi significativo quando comparado a area de
referéncia.

Nosso estudo foi o primeiro trabalho realizado no Estado de Sergipe sobre avaliacéo
do impacto mutagénico de residuos de agrotoxicos presentes em corpos de dgua temporarios
do Semiéarido sergipano. Dados sobre o potencial mutagénico dessas aguas é de extrema
importancia, uma vez que as alteracbes provocadas no DNA dos organismos que habitam
esses ecossistemas ou da populacdo humana exposta, ao longo do tempo podem causar morte
celular e/ou cancer, prejudicando e comprometendo a diversidade das espécies (SPADOTO et
al., 2004). Além disso, a deposicéo continuada desses agrotoxicos no solo perpetua a presenca
desses no ambiente, fazendo com que eles entrem no ciclo geoquimico das areas impactadas,
e, por ultimo, entrem em contato com a biota residente e com as popula¢des humanas que

vivem em seu entorno (SILVA et al., 2013).
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ANEXO 1. Lista dos agrotdxicos analisados nas amostras ambientais pelo método
Multiresiduo LC-MS/MS e/ou CG-MS/MS

Acephate, Acetamiprid, Aldicarb, Aldicarb sulfone, Aldicarb sulfoxide, Aldrin, Allethrin,
Ametryn, Azinphos-ethyl, Azinphos-methyl, Azoxystrobin, Binfenthrin, Bioallethrin (1,2),
Bitertanol, Boscalid, Bromopropylate, Bromuconazole, Buprofezin, Captan, Carbaryl,
Carbendazim (Benomyl, Thiophanate-Methyl), Carbofenothion, Carbofuran, Carbosulfan,
Chlordane, Chlorfenapyr, Chlorfenvinphos, Chlorothalonil, Chlorpyrifos, Chlorpyrifos-
methyl, Clofentezine, Clothianidin, Cyfluthrin (1,2,3,4), Cymoxanil, Cypermethrin (1,2,3,4),
Cyproconazole, Cyprodinil, Cyromazine, Dazomet, DDT total, Deltamethrin, Diazinon,
Dichlofluanid, Dichlorvos, Dicofol, Dieldrin, Difenoconazole (1,2), Dimethoate,
Dimethomorph, Diniconazole, Disulfoton, Diuron, Dodemorph, Endosulfan alpha,
Endosulfan beta, Endosulfan sulfate, Endrin, Epoxiconazole, Esfenvarelate, Ethiofencarb,
Ethiofencarb sulfone, Ethiofencarb sulfoxide, Ethion, Ethoprophos, Etofenprox, Etrimfos,
Famoxadone, Fenamiphos, Fenarimol, Fenazaquin, Fenhexamid, Fenitrothion, Fenpropathrin,
Fenpyroximate, Fenthion, Fenthion Sulfoxide, Fenvarelate, Fipronil, Fluazifop-P-butyl,
Flusilazole, Flutriafol, Folpet, Fosthiazate, Furathiocarb, HCB, HCH (alpha, beta e delta),
Heptachlor, Heptachlor epoxide, Hexaconazole, Imazalil, Imidacloprid, Iprodione,
Iprovalicarb, Kresoxim-methyl, Lambda-cyhalothrin, Lindane, Linuron, Malaoxon,
Malathion, Metalaxyl, Metconazole, Methamidophos, Methidathion, Methiocarb, Methiocarb
sulfoxide, Methomyl, Mevinphos (cis and trans), Mirex, Monocrotophos, Myclobutanil,
Nuarimol, Oxadixyl, Oxyfluorfen, Paclobutrazol, Paraoxon-ethyl, Parathion-ethyl, Parathion-
methyl, Penconazole, Pencycuron, Permethrin (cis and trans), Phenthoate, Phorate, Phosalone,
Phosmet, Pirimicarb, Pirimicarb-desmethyl, Pirimiphos-ethyl, Pirimiphos-methyl, Prochloraz,
Procymidone, Profenofos, Propargit, Propiconazole (1 and 2), Propoxur, Pyraclostrobin,
Pyrazophos, Pyridaben, Pyridaphenthion, Pyrifenox, Pyrimethanil, Pyriproxyfen, Quintozene,
Spinosad (A and D), Spiroxamine, Tebuconazole, Tebufenpyrad, Terbufos, Tetraconazole,
Tetradifon, Thiabendazole, Thiacloprid, Thiametoxam, Thiobencarb, Thiodicarb,
Triadimefon, Triadimenol, Triazophos, Trichlorfon, Trifloxystrobin, Triflumizole, Trifluralin,
Vamidothion, Vamidothion sulfone, Vamidothion sulfoxide, Vinclozolin.



