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Resumo: O Brasil € um dos maiores consumidores de agrotéxicos do mundo, por isso, & importante
realizar uma analise dos impactos de baixas doses desses produtos consumidos a longo prazo
sobre a saude da populagéo. Varios estudos associam o consumo e manejo de agrotéxicos a longo
prazo a diversas patologias humanas. Deste modo um dos objetivos desse estudo foi avaliar a
toxicidade de uma dose baixa de um fungicida de uso agricola na sobrevivéncia de nauplios de
Arthemia salina L. Os cistos de artémias foram colocados para eclosao em solugéo salina 3,5% com
pH ajustado entre 8 e 9, continuamente aerada, iluminada e com temperatura entre 26 a 30°C,
durante 24 horas. Apds a eclosao, 10 nauplios foram transferidos para um poco de 400uL de uma
placa de Elisa, para incuagdo em solugdo com Mancozebe na dose da IDA/Anvisa e avaliagdo do
numero de sobreviventes em 24 e 48h. A dose referente a ingestdo diaria aceitavel determinada
pela Anvisa promoveu uma mortalidade de 15% nos nauplios incubados por 48h, mostrando que a
dose de 0,03ppm de mancozebe a partir do produto comercial Dithane promove toxicidade a fase
jovem dos microcrustaceos.
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Introducgao

Tendo em vista que o Brasil € um dos maiores consumidores de agrotoxicos
do mundo, surge a necessidade de analisar esses impactos sobre a saude da
populagcdo, uma vez que, varios estudos associam o consumo e manejo de
agrotéxicos a longo prazo a diversas patologias (ABRASCO, 2012).

O fungicida Mancozebe, em sua formulagdo comercial Dithane®NT-Dow
Agroscience, tem ampla utilizacdo na agricultura em nosso pais e foi encontrado
nos alimentos analisados pelo Programa de Analise de Residuos de Alimentos
(PARA) (ANVISA, 2019), além de ser uma das classes de xenobidticos mais
empregadas na Regido Centro-Oeste.

Seu principio ativo é o etilenobisditiocarbamato (EBDC) (GRISOLIA, 2005), e
a ANVISA o considera como um fungicida de classificagdo ambiental I, ou seja, é
muito perigoso ao meio ambiente (GOLDONI, 2012).

A Artemia salina L. & um microcrustaceo da ordem Anostraca encontrado em
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aguas salgadas, e desde 1956 ¢é utilizado em experimentos laboratoriais como
bioindicador de toxicidade, devido seu baixo custo, alta sensibilidade e facil

manuseio (CAVALCANTE et al., 2000).

A letalidade desse organismo tem sido utilizada para identificacdo de
repostas biologicas, cujas variaveis como a morte ou vida s&o as unicas envolvidas
(MEYER et al.,, 1982; CARVALHO et al.,, 2009). O ensaio de toxicidade com
Artemia salina consiste em avaliar a toxicidade aguda do composto testado e por
isso é fator determinante em bioensaios.

Objetiva-se por meio do teste de toxicidade aplicados aos nauplios de
Artemia salina confirmar se a Ingestao Diaria Aceitavel determinada pela ANVISA é

realmente segura.

Material e Métodos

Para eclosao, os cistos foram colocados em solugdo salina 3,5% (solugéo
contendo 8,75g de NaCl — sal marinho marca Ocean Tech - completando volume
para 250 ml de agua destilada), 0,006mg de extrato de levedura, e pH entre 8 e 9.

A salina padronizada com os cistos ficaram em um funil de separacgéo
(artemilheiro), continuamente aerada, iluminada com uma lampada de 40W e com
temperatura mantida entre 26 a 30°C, durante 24 horas, quando se tinha inicio a
eclosao dos cistos.

Bioensaio com Artemia salina

Nesse teste, foi utilizada uma microplaca com 96 pogos, nos quais eram
colocados 400uL de solugao teste (mancozebe), controle negativo (salina 3,5%) e
controle positivo de K2Cr207 (0,0014M — 0,4mg/mL). A solucéo teste de mancozebe
era composta de uma diluicdo do produto comercial Dithane®NT-Dow Agroscience
no concentragao de 0,03ppm (mg/L) de mancozebe, que é a dose correspondente
a IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel) determinada pela Anvisa e publicada no indice
Monografico/Anvisa (ANVISA, 2020).

Cada tratamento (controle positivo, negativo e agrotdxico) foi constituido de
6 repeticdes com 10 nauplios cada, de acordo com o recomendado pelo Teste 202
(OECD, 2004), totalizando 60 nauplios por tratamento. Apds 24 e 48h de incubagéao

foi realizada a contagem do numero de nauplios mortos/imoéveis para analise dos
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resultados. Para andlise dos dados foi aplicado o Teste t com 5% de significancia.

Resultados e Discussao

Teste de sobrevivéncia

ApoOs varia tentativas de cultivo (Figura 1), os resultados dos testes de
sobrevivéncia, com diferentes fontes de agua e sal, correcdo de pH e ambiente de
incubagdo, em que a sobrevivéncia dos nauplios ficou acima de 80%, estdo
apresentados na Figura 1. Conseguimos atingir uma sobrevivéncia de 100% apds
48h de incubacdo com a utilizagdo de sal marinho, adquirido em loja de materiais
para aquarios marinhos, e enriguecimento com extrato de levedura. Esses
procedimentos foram adotados seguindo recomendag¢des do Prof. Dr. Plinio
Lazaro Faleiro Naves, do Campus Central, Sede Anapolis — CET, e sado os

procedimentos descritos na metodologia desse trabalho.

Figura 1: Numero de nauplios sobreviventes no teste de sobrevivéncia nas condi¢gdes do
LFBTox. Teste considerou diferentes origens de agua, tipo de NaCl, e ambiente de
incubacado. Estdo apresentados somente os tratamentos que cuja sobrevivéncia foi maior
ou igual a 8 nauplios (80%). T1: agua destilada, sal marinho e placa de elisa 400uL; T2:
Agua do aquario, sal reagente, tubo de ensaio (10mL) e lodo do aquario; T3: Agua do
quario, NaCl reagente, tubo de ensaio (10mL); T4: Agua destilada, NaCl reagente, tubo de
ensaio (10mL) e vidraria pré-lavada com HCI; T5: Agua mineral Crystal, NaCl reagente,
tubo de ensaio (10mL) ; T6: Agua destilada , sal marinho, tubo de ensaio (10mL). Cada
teste foi realizado com 6 repeti¢cdes e 10 nauplios por repeticao.
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Ensaio de toxicidade com agrotoxico mancozebe
Um teste preliminar realizado com o fungicida Dithane, mostrou um aumento
de 15% na mortalidade dos nauplios apds 48h de incubacéo (Figura 2).

Figura 2: Numero de nauplios sobreviventes no teste de toxicidade com a formulagao
comercial Dithane na dose de 0,03ppm de mancozebe (IDA/Anvisa), incubados durante 24
e 48h. *(p<0,05) versus controle 48h.
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Harwig e Scott (1971) estabeleceram um critério para classificacdo de
toxicidade em estudos com Artemia salina usando somente o numero de
microcrustaceos, e concluiram que a substancia que proporciona uma mortalidade
abaixo de 0,9% é considerada nao toxica. Assim, de acordo com essa classificagao
de toxicidade de Harwing e Scott, a dose de mancozebe utilizada (0,03ppm), a
partir do produto comercial Dithane, determianda como segura pela Anvisa,

promove a mortalidade de 15% das artémias, ou seja, pode ser considerada toxica.

A bibliografia ndo fornece os detalhes metodolégicos completos para replicar
os testes. Porém, conseguimos sobrevivéncia acima de 100% dos nauplios quando
utilizamos sal marinho (adquirido em loja para aquairios marinhos) e extrato de
levedura nos meios de eclosao (artemilheiro) e de incubagao (intoxicagéo), e
microplaca com pocos de 400uL.

Testes de toxicidade utilizando Artemia salina sao confiaveis, praticos,
baratos e rapidos, sendo uma eficiente metodologia que permite avaliagcdo da
toxicidade aguda letal, tornando-se um ensaio alternativo para utilizacdo de
animais, permitindo os pesquiadores a respeitar os 3R’s (Redugéo, Refinamento e
Substituic&o).

A Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) de 0,03ppm determinada como segura pela
Anvisa proporcionou uma mortalidade de 15% nos naplios de artemias em 48h de

incubagao, mostrando que ainda possui potencial téxico.
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