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RESUMO

A utilizacdo de metil paration, pesticida organofosforado, tem sido recomendada em
pisciculturas para o controle de predadores aquaticos em tanques de producdo e recepcdo de
larvas de peixe. Entre os produtos que podem apresentar grande eficacia no controle de
predadores e resultar em menor impacto ao meio ambiente esta o pesticida natural
azadiractina, isolado de plantas da familia Melia azedarach L., a qual pertence o cinamomo.
O presente trabalho teve como objetivo analisar os efeitos do pesticida metil paration e do
extrato de cinamomo sob a Otica toxicoldgica, pela avaliagdo da toxicidade aguda 96 horas em
Pimelodus maculatus, pintado amarelo; desenvolver e validar metodologias em cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) avaliando os principais parametros de validac&o:
linearidade, especificidade, precisdo, exatiddo, robustez, limites de detec¢do e quantificacéo,
além de estudar a bioacumulacdo, através da analise residual em amostras de tecido
muscular e cérebro. O experimento da bioacumulacdo foi conduzido durante 10 dias
utilizando Pimelodus maculatus, pintado amarelo. A CL 5.6 para o metil paration foi 10,87
mg.L™ e 212,23 mg.L™ para o extrato de cinamomo. Sinais clinicos de intoxicagdo do pintado
amarelo ao metil paration foram observados apds 24 horas de exposigdo, verificando
espasmos musculares, natacdo irregular e perda de equilibrio. Durante as 96 horas de
exposicdo ao extrato de cinamomo os animais permaneceram no fundo do aquério. Os limites
de detecco e quantificacdo variaram de 0,000341 a 0,000584 pg.L™ (metil paration); 4,6 a
14,18 pugL* (azadiractina). O método analitico desenvolvido mostrou-se réapido, sensivel,
robusto, seletivo e eficiente. Ndo foi detectado, por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) o composto azadiractina no extrato de cinamomo. Na avaliagdo da concentracdo de
metil paration, nas amostras de tecido muscular por CLAE, para o experimento de
bioacumulacdo, foi observado decréscimo para as concentracdes testadas no decorrer dos
cinco dias do experimento. Foi detectado a presenca do pesticida nas amostras de cérebro,
porém o fator de bioacumulacdo ndo foi calculado devido a dificuldade de quantificar com
precisdo e exatiddo sua concentracdo final. A excrecdo de substancias toxicas pelos
organismos obedece a uma cinética de primeira ordem, desta forma o fator de bioacumulacéo
pode ser uma ferramenta no controle de qualidade para piscicultura, orientando quanto ao
tempo de exposi¢do, concentracdo e o periodo de caréncia para sua eliminacao.

Palavras-chave: Pimelodus maculatus. Toxicidade. Validacao.



ABSTRACT

The use of methyl parathion, organophosphate pesticides has been recommended in fish
ponds to control aquatic predators in the production and reception of fish larvae. Among the
products that may have greater efficacy in control and result in less impact on the
environment Azadirachtin is isolated from plants of the family Melia azedarach L., which
belongs the cinnamon. The objectives of this study were to evaluate the acute toxicity 96
hours the pesticide methyl parathion and Melia azedarach L., of acute toxicity by in
Pimelodus maculatus,; develop and validate methodologies in high performance liquid
chromatography (HPLC) for evaluating the main validation parameters: linearity, specificity,
precision, accuracy, robustness, limits of detection and quantification and experimental
protocol for studying the process of bioaccumulation through the residual analysis in tissue
muscle and brain. The study was conducted during 10 days using Pimelodus maculates.
Estimated values of the C50 methyl parathion is 10,87 mg.L™* and 212,23 mg.L™ for the
Melia azedarach L. Clinical signs of intoxication to Methyl parathion were observed after 24
hours of exposure checking muscle spasms, erratic swimming and loss of balance. During 96
hours of exposure to Melia azedarach L. extract the animals remained in the bottom of the
aquarium. The method was validated and the intermediate precision (< 15 %) was shown to
be satisfactory. The detection and quantification limits ranged from 0,000341 a 0,000584
ng.L (Methyl parathion); 4,6 a 14,18 pg.L™" (Azadirachtin). The results obtained in the
validation in showed that method is fast, simple and very sensitive. Was not detected by high
performance liquid chromatography (HPLC) azadiractin in the compound. In assessing the
concentration of methyl parathion, in the samples of muscle tissue by HPLC, tested in the
course for bioaccumulation experiment was observed to decrease the concentrations tested in
the course of the five days of the experiment bioaccumulation was observed to decrease the
concentrations tested in the course of the five days of the experiment. Detected the presence
of the pesticide in samples of brain, but the bioaccumulation factor was not calculated due to
the difficulty to quantify with precision and accuracy its final concentration. The excretion of
toxic bodies follows a first order kinetics, thus the bioaccumulation factor can be a tool in
quality control for fish farming, advising as to the exposure time, concentration and grace
period for its elimination.

Keywords: Pimelodus maculatus. Toxicity. Validation.
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1 INTRODUCAO

A criacdo de peixes em tanques € uma pratica antiga desenvolvida por trabalh
como uma maneira de estabilizar a oferta de alimentos. Varios fatores influenciam para o
sucesso dessa atividade, sendo de grande relevancia o efeito predatério por larvas de insetos
aquaticos e parasitoses nas fases iniciais do desenvolvimento (NEDER, 2005; LOPERA
BARRERO et al., 2006; LOPES et al., 2007).

No Brasil, o controle das parasitoses e predadores em piscicultura geralmente € feito
com agrotoxicos aplicados sem orientacdo adequada e indiscriminadamente. Dos agrotoxicos,
0 metil paration, do grupo dos organofosforados, destaca-se como o inseticida mais
empregado para prevenir perdas de alevinos, pela predacdo por larvas e ectoparasitoses, em
tanques de cultivo (MATAQUEIRO, 2002; TOMAZELLI, 2009).

Dependendo das caracteristicas fisico-quimicas, o agrotoxico no ambiente aquatico
pode tanto se ligar ao material particulado em suspensdo, como se depositar no sedimento ou
ser absorvido por organismos que o degrada ou acumula. Outro tipo de problema bastante
comum € a exposicdo multipla a mistura de agentes tdxicos. O emprego de misturas é
vantajoso em relagdo a aplicacdo de um Unico composto, entretanto, a toxicidade de misturas,
ndo € resultante da soma das atividades toxicas dos compostos. Ela pode ocorrer,
inadvertidamente, porque alguns compostos persistem por longos periodos no meio ambiente
(LIMA, 2001; TOMITA; BEYRUTH, 2002).

Esses produtos, além do efeito toxico aos tecidos dos peixes, principalmente o das
branquias, do tegumento e do figado, podem acumular residuos na musculatura, oferecendo
risco potencial ao consumidor, caso ndo sejam respeitados os tempos de caréncia pos-
tratamento. Cabe ainda ressaltar que a utilizacdo de produtos quimicos deve ser regida por
legislacdo especifica, e no Brasil poucos produtos séo registrados para uso em piscicultura
(TAVECHIO; GUIDELLI; PORTZ, 2009).

A producdo de peixes € inteiramente dependente do ecossistema no qual esta inserida,
uma vez gue 0s peixes vivem em contato estreito com 0 seu meio e, por isso, sdo afetados
pelas mudancas causadas por diferentes agentes fisicos, quimicos e bioldgicos. Sendo assim, a
exploracdo econdmica dos peixes considerada um investimento, requer conhecimentos
basicos dos principais fatores que direta ou indiretamente estejam ligados ao ambiente
aquatico (VALENTI, 2002).
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Métodos analiticos tradicionais capazes de avaliar inseticidas organofosforados séo
realizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), no entanto esses métodos de
analise apresentam alto custo operacional e exigem méao-de-obra especializada, o que torna
inviavel sua aplicacdo em larga escala. Além disso, a poluicdo ambiental associada ao uso de
agrotoxicos e especialmente dificil de ser avaliada, pois os eventos de contaminacéo
obedecem a uma dindmica espacialmente difusa e temporalmente varidvel. O resultado é um
quadro de contaminagdo baixa e continua, que nem sempre é captado pelos métodos de
screening quimicos, pois estes registram apenas o instante exato em que foram coletadas as
amostras e ndo acompanham a variagdo temporal e espacial da contaminacdo (ARIAS et al.,
2007).

Dessa forma, os testes de toxicidade aquética sdo ferramentas de crucial importancia
para avaliar e fornecer dados dos possiveis efeitos toxicologicos potenciais do risco associado
com a situacdo no qual o agente quimico, o organismo e as condi¢Bes de exposi¢es estdo
definidas. Entre as espécies utilizadas para os testes de toxicidade, os peixes sdo excelentes
organismos teste para este tipo de estudo, pois possuem a capacidade de retirar, estocar e
bioacumular compostos (MEDEIROS, 2008; RODRIGUES, 2009).

os testes de toxicidade ndo substituem as analises quimicas tradicionais. Enquanto as
analises quimicas identificam e quantificam as concentragdes das substancias toxicas, 0s
testes de toxicidade avaliam o efeito dessas substancias sobre sistemas bioldgicos. Assim, as
analises quimicas e os testes de toxicidade se complementam (COSTA, 2008).

Contrapondo-se a tais efeitos, a utilizacdo de substancias de origem vegetal como
inseticida para o controle de parasitoses e predadores tem sido amplamente estudada. O
composto natural mais promissor € a azadiractina, extraida de plantas de nim (Azadirachta
indica) e do cinamomo (Melia azedarach L), ambas da familia Meliaceae. Porém, o emprego
de inseticidas botanicos depende da identificagdo dos compostos ativos, seu modo de agéo,
producdo, formulagdo, estabilidade, doses, acdo sobre inimigos naturais, persisténcia em
campo, testes de toxicidade para registros, entre outros (MARTINEZ, 2003).

Reconhecendo os efeitos negativos do inseticida metil paration, a salde, e a escassez
de informac0es a respeito dos efeitos causados pelo extrato de cinamomo (Melia azedarach
L.), considerando-o0 como uma alternativa para o controle de predadores, na producédo de
peixes, 0 presente estudo justifica-se como um instrumento de estudos de avaliacdo
toxicolégica dos possiveis danos ambos podem causar no Pimelodus maculatus, pintado

amarelo quando utilizados em tanques de cultivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar os efeitos do extrato padronizado de cinamomo (Melia azedatach L.) e do

inseticida metil paration no Pimelodus maculatus, pintado amarelo sob a ética toxicologica.

2.2 Objetivos Especificos:

a) Validar o método analitico para metil paration e azadiractina por CLAE;

b) Utilizar a metodologia para detectar e quantificar a presenca do composto azadiractina, no

extrato padronizado de cinamomo;

c) Estimar a concentracdo letal (CLsp) no Pimelodus maculatus em 96 horas de exposicdo

para o inseticida metil paration e extrato padronizado de Cinamomo;

d) Desenvolver método analitico por CLAE para analise residual de metil paration em

amostras de tecido muscular e cerebral de peixes;

e) Desenvolver protocolo de Bioacumulagdo no Pimelodus maculatus para o inseticida metil

paration.

15



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Agrotodxicos

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define agrotoxico como sendo
produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores
de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas, nativas ou plantadas, de outros ecossistemas e de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de
preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, estimuladores e inibidores
de crescimento (ANVISA, 2002).

Originalmente, os agrotoxicos eram estaticos, possuiam baixa solubilidade e tinham
um forte poder de adesdo ao solo. Com a evolucéo tecnoldgica, 0s agrotoxicos passaram a ser
mais sollUveis em &agua, mais volateis e baixa capacidade de adesdo, caracteristicas que
aumentaram e prolongaram o potencial nocivo dos agrotoxicos de causar danos a saude
humana e ao meio ambiente (COUTINHO et al., 2005; VEIGA, 2006).

Entre os contaminantes aquaticos decorrentes das atividades antropogénicas, 0S
agrotoxicos sdo 0s mais perigosos, justamente pelo fato de terem sido concebidos para
eliminar alguma forma de vida e, por isso, atingirem também de modo letal espécies ndo-alvo
(ALBINATI etal., 2009).

Segundo o Decreto n° 4.074 de 2002, que regulamenta a Lei n° 7.802 de 1989, aqueles
que solicitam o registro devem submeter informacdes e dados especificos para que 0s
produtos sejam propriamente avaliados, ao Ministério da Agricultura Pecuéria e do
Abastecimento (MAPA), a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) — 6rgéos
federais responsaveis pela avaliacdo e registro de agrotoxicos e afins (OLIVERIA FILHO,
2008).

A Legislacdo garante que o registro para um novo produto agrotéxico serd concedido
se a sua acdo toxica sobre o ser humano e o meio ambiente for comprovadamente igual ou
menor do que daqueles ja registrados para o mesmo fim. O Brasil proibiu o registro de
agrotoxicos que revelam caracteristicas mutagénicas, carcinogénicas, teratogénicas e para 0s

quais o Brasil ndo disponha de métodos para desativacdo de seus componentes, de modo a
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impedir que o0s seus residuos remanescentes provoquem riscos ao meio ambiente e a salde
publica (BRASIL, 1998).

3.2 Organofosforados na piscicultura

A piscicultura é uma atividade importante como fonte de proteina animal para o
consumo humano, no entanto, o desenvolvimento da aquicultura nos ultimos anos enfrenta
problemas relacionados a qualidade da agua, doencas infecciosas, ataques de predadores e
parasitas que provocam prejuizos devido a reducéo do crescimento e mortalidade, sendo os
insetos aquaticos considerados os que mais causam perdas na fase de alevinagem. Na
piscicultura os organofosforados sdo empregados no controle de odonatas, principal inseto
predador de peixes (TOMAZELLI, 2009).

O tratamento dos peixes pode ser feito interna ou externamente. Quando o tratamento
é feito de forma externa, pode-se utilizar a administracdo de inseticidas na dgua. Esse método
é denominado de banho e pode ser de longa ou curta duracdo, onde 0s peixes sao expostos ao
inseticida até total renovacdo da agua. Um tratamento muito empregado é o que se processa
em tanques e viveiros de maiores dimensdes, que consiste em expor os peixes doentes a baixa
concentracéo do inseticida por tempo indeterminado (MATAQUEIRO, 2002).

Essas substancias sdo consideradas ndo-persistentes, ou seja, uma vez presentes em
ambientes naturais decompdem-se em dias ou semanas. Porém, alguns trabalhos mostram que
essa afirmativa ndo € totalmente verdadeira, visto que alguns compostos dessa classe podem
persistir em aguas de rios, solos e sedimentos, por um periodo de até 12 meses (BAIRD,
2002; ARAUJO, 2006).

3.2.1 Metil paration

O paration metilico (O,O-dimetil O-4-nitrofenil fosforotioato) € um inseticida e
acaricida com classificacdo toxicoldgica | e ingestéo diaria aceitavel (IDA) de 0,003 mg/kg de
peso corporeo. A modalidade de emprego, segundo a ANVISA, € a aplicacdo em partes areas
e culturas de bulbos, cereais, frutas em geral, hortalicas, algodé&o, batata, soja, amendoim,

17



café, cana-de-aclcar, alfafa e pastagens. Atualmente, estd proibido em alguns paises
ocidentais industrializados, mas ainda é amplamente usado em paises em desenvolvimento
(MENEGHINI, 2006; LUVIZOTTO-SANTOS, 2009).

No mercado brasileiro o metil paration é comercializado como Bravik®, Declare®,
Folidol®, Folisuper® 600 BR, Mentox®, Paracap®, Paration Metilico Pikapau® e Paration
Pikapau®.

Sua atividade depende dos diversos radicais ligados ao atomo de fésforo, as vezes,
pequenas modificacBes nestes radicais podem afetar a toxicidade do composto. A substitui¢do
de radicais metil em R1 e R2 por radicais etil aumenta a toxicidade do composto
(MENEGHINI, 2006; MACIEL, 2005).

Estes pesticidas possuem efeito toxico agudo para seres humanos e outros mamiferos,
sua acdo toxica deve-se a interacdo com o organismo de modo a inibir as colinesterases. Nos
peixes 0s 6rgdos sdo as branquias e a pele, pois exibem grande superficie de contato e ambos
apresentam células de muco, que possuem papel importante na resisténcia aos patdégenos e as
substancias toxicas (CRUZ, 2004; STULP et al., 2008).

3.3 Bioacumulacéo de inseticidas

Bioacumulacdo é um termo geral que descreve a tomada de um contaminante quimico
por uma ou mais rotas possiveis (respiracdo, dieta, via dérmica), a partir de qualquer fonte no
ambiente onde tais substancias estdo presentes. A assimilacdo e a retencdo de um
contaminante por um organismo podem acarretar a concentracdo elevada do mesmo, com a
probabilidade de causar efeitos deletérios, em funcdo da diminuicdo da taxa de excrecdo. Os
peixes, por exemplo, assimilam algumas substancias quimicas procedentes de sua
alimentacédo, ou ainda através da ingestdo de material particulado adsorvido nos sedimentos
ou presente em suspensdo nas aguas. Em muitos casos, tais substancias ndo sao metabolizadas
pelo peixe e acabam se acumulando nos tecidos adiposos, nos quais sua concentracdo
aumenta com o tempo (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006; GHISELLI; JARDIM, 2007).

Mesmo em concentracdes baixas, 0s inseticidas representam riscos para algumas
espécies de organismos aquaticos que podem concentrar estes produtos até 1000 vezes
(AZEVEDO; CHASIN, 2004).
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Os limites mé&ximos de residuos de pesticidas, bem como a padronizagéo internacional
aplicada aos alimentos sdo determinados pela Comissdo Codex Alimentarius (CODEX),
Programa Conjunto da Organizacdo das Nac6es Unidas para a Agricultura e a Alimentacéo -
FAO e da Organizacdo Mundial da Saude — OMS. Um excesso de residuos, segundo 0s
padroes do CODEX, indica dois aspectos: que os pesticidas foram aplicados de maneira
inadequada na producdo, no processamento ou na armazenagem; e em segundo, que ha risco
potencial a salde do consumidor. Entretanto a exposi¢do humana aos riscos associados ao
consumo de produtos aquaticos nunca foi explicitamente considerado pelo CODEX,
provavelmente pelo fato da magnitude da exposicdo aos agrotdxicos ndo ter sido
completamente avaliado via produtos aquacultivados (SANTOS, 2009; MACIEL 2005).

Segundo D’Amato et al. (2002), a biomagnificagdo foi demonstrada em um fiorde no
norte noruegués por Ruus et al. (1999) com estudo realizado em uma cadeia alimentar que
envolvia os peixes Ammodytes marinus e Gadus morhua (bacalhau), as focas Phoca vitulina e
Halichaerus grypus, com cinco grupos distintos de organoclorados (PCBs, > DDT, Clordanos,
HCHs e HCB). Tal estudo demonstrou que o processo de biomagnificacdo apresentou altas
concentracdes nos organismo de nivel trofico mais elevado. Os dados sugerem que 0S
mecanismos de bioacumulacdo nos niveis troficos mais baixos dependem principalmente de
fatores fisico-quimicos como a solubilidade do poluente, enquanto que os niveis troficos
superiores sao afetados por fatores bioquimicos, como o metabolismo corporal.

Ao contrario do que ocorre com produtos quimicos que geralmente causam aumento
da resisténcia dos parasitas e tém elevado tempo de permanéncia no ambiente, acredita-se que
0s extratos vegetais possam causar um desenvolvimento lento de resisténcia, ser direcionados
a espécies-alvo, ser facilmente biodegradaveis e diminuir amplamente a emisséo de residuos
ao ambiente (TAVECHIO; GUIDELLI; PORTZ, 2009).

3.4 A planta Melia azedarach L.

Na busca de espécies com ac¢do inseticida, a familia Meliaceae foi identificada como
um dos grupos mais promissores uma vez que maioria de suas espécies tem compostos com
acao antialimentar em insetos, 0 que sugere 0 seu papel na defesa contra determinados
microorganismos e toxicidade geralmente baixa (ARAUJO, 2009; SEFFRIN et al., 2008).

19



Melia azedarach L, também conhecida no Brasil como cinamomo ou Santa Barbara, é
originaria da Pérsia, india e China, encontra-se naturalizada no Brasil onde ocorre com
frequéncia nos ambientes urbano e rural (BORGES, 2005).

Poucos autores tém descrito sobre a biologia de Melia azedarach L., no entanto,
baseado em descriches gerais sobre seu habitat, esta planta requer sol aberto para seu
desenvolvimento, ndo sendo tolerante & sombra. Apresenta rapido crescimento podendo
alcancar de 6 a 8 metros de altura, em 4 a 5 anos (MACIEL, 2004).

A Melia azedarach L., apresenta uma ampla utilizacdo popular, ja teve muitos
principios ativos isolados e vérias acGes farmacoldgicas testadas e comprovadas. Entre estas
acOes destacam-se a atividade antiviral, antimicrobiana, antimalarial, antiparasitaria,
contraceptiva, antifoliculogénica, citotoxica e inseticida (ARAUJO, 2009).

A atividade inseticida e repelente € atribuida aos limonoides, como azadiractina que
possui acdo antialimentar em insetos. Esta substancia tem sido isolada de varias plantas da
familia Meliaceae tais como Melia azedarach L. A azadiractina interfere no funcionamento
das glandulas enddcrinas que controlam a metamorfose em insetos, impedindo o
desenvolvimento da ecdise (VIEGAS, 2003; SIMOES et al., 2007).

Tomazelli et al. (2011) pesquisaram o efeito do Extrato de Melia azedarach L. sobre a
predacdo de alevinos de carpa comum (Cyprinus carpio) por larvas Odonata (Neuraeschna
sp.). Este apresentou resultados positivos no controle de larvas de insetos aquaticos.

A eficécia do extrato hexanico dos frutos de Melia azedarach L. foi avaliada em
bezerros infestados artificialmente com Boophilus microplus, carrapato que tem 0s bovinos
como seus principais hospedeiros. Os resultados indicaram que houve interferéncia da planta
no desenvolvimento do carrapato sobre os animais, mas nao ocorreu interferéncia na sua
reproducdo (BORGES, 2005).

A busca por novos compostos contra o vetor da dengue, Coria et al. apud Araujo
(2009) analisaram o efeito dos extratos obtidos das folhas e dos frutos da Melia azedarach L.
sobre o Aedes aegypti L. e verificaram uma atividade tanto larvicida quanto ovicida.

A intoxicagdo por Melia azedarach L. tem sido mencionada no homem e em animais
domésticos em consequéncia da ingestao de folhas e frutos caidos. Neste sentido, Seffrin et al.
(2008), avaliaram a ag&o toxicologica do extrato dos frutos de Melia azedarach L., em ratos
nas doses de 2,5, 5,0 e 10% (p/v, mL/kg). Noss resultados ndo foi observado nenhuma
alteracdo nos niveis plasmaticos das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) quando comparado aos valores encontrados nos animais controles. A

administracdo dos extratos também ndo causou nenhuma alteragdo nos niveis plasmaticos de
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uréia e creatinina, sugerindo que o extrato de frutos verdes de Melia azedarach L., nas doses
testadas nédo causa toxicidade renal ou hepética.

Experimentos conduzidos na Australia indicaram que a toxicidade das plantas pode
variar de acordo com a area onde crescem e que algumas arvores podem ndo ser toxicas.
Entretanto, as propriedades fitotoxicol6gicas dessa planta merecem atencdo. A planta contém
compostos limonoides conhecidos como meliatoxinas que sdo toxicos para os mamiferos, o
que torna necessario aprofundar as pesquisas relacionadas a sua toxicidade aos vertebrados
antes de se recomendar sua utilizacdo (VIVIAN, 2005; MENDEZ, 2006).

3.5 Ecotoxicologia no biomonitoramento de ecossistemas aquaticos

Na avaliacdo do impacto de substancias toxicas em sistemas aquéticos, as analises
quimicas sdo muito importantes, mas sdo limitadas para a real compreensdo dos processos de
interacdes com 0 meio e a biota. Para suprir estas limitacdes os testes ecotoxicolégicos com
organismos aquaticos sao utilizados como instrumento para classificacdo, regulacdo e
mapeamento da contaminacgdo por compostos toxicos. (MANRIQUE, 2009).

Os testes de toxicidade aquatica apresentam-se como mecanismos para a Compreensao
dos efeitos de impactos antropogénicos sobre este compartimento, utilizando-se de
organismos Vvivos que atuam como bioindicadores. A duracdo e a freqiiéncia da exposicao dos
organismos ao agente quimico também afetara a toxicidade (MAGALHAES; FILHO, 2008).

As informacdes obtidas por meio dessa cadeia sdo essenciais para: determinar 0s
niveis de contaminantes no ambiente e seus destinos; estimar o grau de periculosidade dos
contaminantes e seus metabolitos para 0s organismos vivos; indicar niveis maximos
permitidos de contaminantes; diagnosticar e prognosticar o efeito dos contaminantes no
ambiente e o efeito das medidas tomadas; controlar e avaliar os riscos ecologicos (COSTA et
al., 2008).

Os testes de toxicidade aquéatica sdo um conjunto de procedimentos, onde as respostas
servem para detectar e avaliar os efeitos de uma ou mais substancias sobre os fatores
ambientais. Os métodos podem ser categorizados de acordo com o tempo de exposi¢éo,
situacéo de teste, efeitos a serem avaliados e organismos a serem testados (MOREIRA, 2010).

A escolha do ensaio de toxicidade mais adequado depende do propoésito do estudo a
ser realizado e deve considerar os seguintes fatores: sensibilidade, importancia ecoldgica e

relevancia do organismo indicador. Estes sdo realizados com diversas finalidades, como:
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testes que permitem avaliar sua eficicia, regulamentacdo dos limites aceitaveis de
contaminagdo ambiental, homologacéo e registro de produtos quimicos comerciais utilizados
no meio ambiente (HOBOLD, 2005; MEDEIROS, 2008).

A nocividade de uma substancia é comumente avaliada pela utilizacdo do teste de
toxicidade aguda, devido a facilidade da coleta de dados com o aparecimento rapido dos
sintomas logo apds o contato. Na toxicidade aguda, determina-se a dose letal média (DLsp) ou
concentragdo letal média (CLsp), nos casos de absor¢do dérmica, inalagdo ou em ambiente
aquatico. As provas baseiam-se na verificacdo do evento letal nas 24 horas que se seguem a
administragdo e no acompanhamento dos sobreviventes até sete dias (BAIRD, 2002).

Vaérias espécies vém sendo empregadas em testes de toxicidade, dentre os principais
grupos de organismos utilizados em ensaios laboratoriais destacam-se: poliquetas,
oligoguetas, microalgas, microcrustaceos, equinoides, bactérias e peixes. Geralmente para a
escolha do organismo-teste usa-se 0s seguintes critérios: disponibilidade e abundancia;
representacdo ecoldgica significativa; conhecimento da sua biologia, fisiologia e héabitos
alimentares; estabilidade genética, uniformidade de suas populagdes; baixo indice de
sazonalidade; importancia comercial para a regido, facilidade de cultivo e adaptacdo em
laboratério (MAGALHAES; FILHO, 2008).

No contexto da aquicultura, aos testes de toxicidade aguda sdo desenvolvidos para
determinar a toxicidade relativa de uma amostra sobre um organismo aquatico selecionado,
exposto as varias concentracdes desta amostra, em um curto periodo de tempo. O tempo de
exposicdo geralmente compreende 24-96 horas. Estas podem causar graves desordens
fisiolGgicas até a morte por envenenamento (OGA, 2008).

A frequéncia da exposicdo também afeta a toxicidade dos compostos quimicos. Uma
exposicdo aguda a uma Unica concentracdo pode resultar num efeito adverso imediato num
organismo, enquanto duas exposi¢des sucessivas cumulativas iguais & exposicdo aguda
podem ter efeito pequeno ou nenhum efeito, devido ao metabolismo do organismo entre as
exposicoes (TOMITA; BEYRUTH, 2002).

O conhecimento ecotoxicoldgico obtido por método apropriado permitira: avaliar a
extensdo do risco; a definicdo de limites e padrbes de qualidade envolvendo um ou mais
compartimentos ambientais; estipular metodologias e rastrear a presenca de t0Xicos nesses
compartimentos. O objetivo é apoiar o gerenciamento ambiental e implementar estratégias de
controle capazes de minimizar impactos ambientais, mantendo a integridade fisica, quimica e
bioldgica dos sistemas envolvidos (GRADVHOL, 2006).
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Para Azevedo e Chasin (2004), a ecotoxicologia auxilia a tomada de decisdes para
intervencgdes instantaneas ou para formulagdo de politicas publicas com vistas a protecdo da
salude humana e do meio ambiente. Ainda, acdes de gestdo ambiental que visam proteger a
integridade dos meios fisicos e bidticos, bem como grupos sociais que deles dependem
requerem uma série de medidas, muitas delas com génese na ecotoxicologia. Dentre estas
medidas pode-se citar a toxicovigilancia, o controle e fiscalizagdo dos usos e recursos
ambientais, bem como o processo de avaliacéo e licenciamento de opera¢bes com potencial

poluidor quimico.

3.6 Cromatografica liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Inicialmente os tracos de residuos eram analisados por métodos colorimétricos e
cromatograficos ndo muito sofisticados. Na Ultima década o desenvolvimento tem sido
direcionado a necessidade de analises mais rapidas, porém sem o comprometimento do
desempenho cromatografico (MALDANER; JARDIM, 2009).

A Cromatografia liquida de alta eficiéncia, em menos de trinta anos, passou a ser um
dos métodos analiticos mais utilizados para fins qualitativos e quantitativos. As razdes para
este crescimento estdo relacionadas a sua adaptabilidade para determinages quantitativas
com boa sensibilidade, a possibilidade de separar espécies ndo volateis e termicamente
instaveis, com destaque para a inddstria farmacéutica, medicina e aplicacbes em
determinag6es ambientais (TONHI; COLLINS; JARDIM et al., 2002).

As colunas utilizadas em CLAE sdo geralmente de aco inoxidavel, com diametro
interno de 0,45 cm para separacOes analiticas e na faixa de 2,2 cm para preparativas. O
comprimento é variavel, sendo comum colunas analiticas de 10-25 cm e preparativas em
torno de 25-30 cm. O detector mais utilizado para separacdes por CLAE é o detector de
ultravioleta, sendo também empregados detectores de fluorescéncia, de indice de refragéo e
eletroquimicos, entre outros. Separacdes analiticas sdo predominantemente realizadas em fase
reversa, como a fase C18 (octadecilsilica), ao passo que sdo preferidas fases que atuem no
modo normal para fins preparativos, em vista de que separacdes no modo reverso utilizam
fases moveis aquosas (DEGANI, 1998; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Os desenvolvimentos significativos alcancados nas Ultimas décadas, foram
consequéncias do uso de colunas mais curtas associadas a vazfes mais elevadas de fase

movel. Sistemas que consistem de uma fase estacionaria de menor polaridade e uma fase
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movel de maior polaridade. Estas fases apresentam varias vantagens, tais como: uso de fases
maoveis menos toxicas e de menor custo, como metanol e agua; fases estacionarias estaveis;
rapido equilibrio da coluna apds a mudanca da fase movel. Essas fases, dependendo da
modificacdo feita ao suporte, podem atuar no modo normal, reverso ou ambos (TONHI,
COLLINS; JARDIM, 2002; MALDANER; JARDIM, 2009).

Uma vez desenvolvido o método de analise cromatogréfica, surge a necessidade de se
mostrar a qualidade das medicGes quimicas, através de sua comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a

prejuizos financeiros irreparaveis (ROCA et al.,2007).

3.7 Validacédo de Métodos Analiticos

Para garantir que um novo método analitico gere informacdes confiaveis e seguras, ele
deve ser validado. A validacdo de um procedimento que emprega técnicas cromatograficas
pode ser considerada como a soma de diferentes etapas que desafiam a metodologia a fim de
garantir que os resultados serdo exatos, especificos frente a pequenas alteracdes. Desta forma,
todas as varidveis como a estratégia de amostragem, preparacdo da amostra, deteccdo e
avaliacdo dos dados devem ser consideradas. Para registro de novos produtos, todos os 6rgaos
reguladores do Brasil e de outros paises exigem a validacdo de metodologia analitica e, para
isso, a maioria deles tem estabelecido documentos oficiais que séo diretrizes a serem adotadas
no processo de validacdo. Um processo de validacdo bem definido e documentado oferece as
agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas sdo adequados
para o uso desejado (RIBANI et al., 2004).

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial) sdo os 6rgéos
credenciados para avaliar a competéncia destes ensaios. Os parametros de validagéo
preconizados pelo INMETRO, por meio da norma DOQ-CGCRE-008, de 2003, sdo:
especificidade e seletividade, faixa de trabalho e faixa linear de trabalho, linearidade,
sensibilidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, exatiddo, precisdo, robustez e
incerteza de medicdo. J& a ANVISA, por meio da Resolucdo n° 899, de 29 de maio de 2003,
determina os testes segundo a categoria da analise (Tabela 1).
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Tabela 1- Classificacdo dos testes para ANVISA

Categoria Finalidade do Teste

| Determinag&o de principios ativos em produtos farmacéuticos ou matérias-
primas
I Testes quantitativos ou ensaios limite para determinar de impurezas de
degradacéo em produtos farmacéuticos e matérias-primas
Il Testes de performance
v Teste de identificacdo

Fonte: BRASIL, 2003.

A especificidade e a seletividade estdo relacionadas ao evento da deteccdo. Um
método que produz resposta para apenas um analito é chamado especifico. Um método que
produz respostas para varios analitos mas que pode distinguir a resposta de um analito a de

outros, é chamado seletivo. Entretanto, os termos especificidade e seletividade sao

frequentemente utilizados indistintamente ou com diferentes interpretacdes. Uma forma de

verificacdo da seletividade é a observacdo de auséncia de picos em amostra placebo (ROCA
etal., 2007; INMETRO, 2003).

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados linearmente
proporcionais a concentragio da substancia em analise, em uma dada faixa de concentragio. E
expressa através da correlacdo entre o sinal medido (&rea ou altura do pico cromatografico) e
a concentracao da substancia (SARTORATTO, 2006).

A linearidade do método deve ser avaliada por meio da obtencdo do coeficiente de
correlacdo (r) da curva obtida pelo grafico resposta versus concentracdo da amostra. A
ANVISA, sugere no minimo cinco niveis de concentracdo, para que seja construida uma
curva analitica, sendo injetados as amostras em ordem crescente de concentra¢do, por no
minimo trés vezes cada (BRITO et al., 2003).

Julga-se satisfatoria a linearidade do grafico quando o coeficiente de correlacdo (r)
obtido néo é estatisticamente diferente da unidade (9). De acordo com a Resolucdo 899/2003
da ANVISA, o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (r) deve ser 0,99;
segundo o INMETRO (2003), o valor deve ser superior a 0,90 e, para o FDA (2001), os
métodos cromatograficos devem apresentar valor superior a 0,999 (BRASIL, 2003;
FRANCO, 2009).

O limite de deteccéo (LD) consiste na menor concentragcdo do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob condic¢des experimentais estabelecidas.
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Esse valor pode ser determinado por método visual, método da relacdo sinal-ruido ou
baseados nos parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004; FRANCO, 2009).

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo do analito, que pode
ser quantificada na amostra, com exatidéo e precisao aceitaveis (BRITO et al., 2003).

Dentre os critérios citados, a exatiddo e a precisdo sdo considerados 0os mais relevantes
porque permitem estimar os erros e variacdes embutidos nos resultados analiticos. Preciséo é
um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condicBes definidas. E
normalmente determinada para circunstancias especificas de medi¢do, e uma das formas mais
comuns de expressa-la € por meio da repetibilidade e da reprodutibilidade (INMETRO, 2003).

Esta é considerada em trés niveis: repetibilidade (precisdo intra-corrida),
concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista
e mesma instrumentacgdo; precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas), concordancia entre
os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes
e/ou equipamentos diferentes e reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial) onde ocorre a
concordancia entre os resultados obtidos em laboratérios diferentes, geralmente aplicados a
padronizacdo de metodologia analitica, por exemplo, para inclusdo de metodologia em
farmacopéias. A precisdo de um método analitico pode ser expressa como o desvio padrdo ou
desvio padrao relativo de uma série de medidas (ANVISA, 2003).

Exatiddo do método é definida como sendo a concordéncia entre o resultado de um
ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. Deve ser
determinada em uma mesma corrida analitica (exatiddo intra-corrida) ou em corridas
diferentes (exatidao inter-corridas). O desvio padrdo ndo deve exceder 15%, exceto para o
limite de quantificacdo, para o qual se admite desvios menores ou iguais a 20% (ANVISA
2003; RIBANI, 2004).

A robustez mede a sensibilidade que este apresenta em face a pequenas e deliberadas
variacOes de parametros, em geral, fornece a dimensdo do problema que ocorre quando o
método é repetido em diferentes condi¢gdes como: concentragdo do solvente, tipo de agitacéao,
temperatura, pH, fluxo da fase mdvel, analistas e equipamentos ou quando é transferido, por
exemplo, para outro laboratério. O teste de robustez pode ser expresso pelo coeficiente
angular das retas obtidas por regressdo linear. Este parametro garante que a resposta seja
originada exclusivamente pelo composto de interesse (SARTORATTO, 2006; ROCA et al.,
2007).
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De acordo com o INMETRO (2003), a robustez pode recorrer ao teste de Youden, que
permite ndo sé avaliar a robustez como também ordenar a influéncia de cada uma das
variacdes nos resultados, indicando qual a influéncia de cada uma dessas variagdes. Quanto

maior for a robustez de um método, maior serd a confianca dos resultados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de realizacéo

Os experimentos para a avaliagdo da toxicidade aguda foram conduzidos no
Laboratério de Genética localizado na Area de Ciéncias Exatas e Ambientais. As analises
cromatograficas foram verificadas no Laboratério de Toxicologia na Area de Ciéncias da
Saude, da Universidade Comunitéria da Regifo de Chapeco - UNOCHAPECO, campus de
Chapecé (SC).

4.2 Substancias teste

4.2.1 Metil paration

O metil paration (Figura 1) é utilizado no Brasil tanto na agricultura quanto na
piscicultura, nesta Ultima para eliminar ectoparasitoses e larvas de insetos aquéaticos
predadores de peixes (CRUZ, 2004; TOMAZELLLI, 2009).

P—oO NO,

Figura 1- Estrutura quimica do metil paration
Fonte: Kalipci et al. (2010, p.713)

As caracteristicas principais do produto comercial utilizado neste experimento,
segundo a ANVISA (2001), s&o:
Nome comercial: Folisuper® 600 BR
Nome técnico ou comum: Paration Metilico (parathion-methyl)
Nudmero CAS: 298-00-01
Nome quimico: 0,0 - dimetil O - 4 - nitrofenil fosforotioato (IUPAC)
0,0 - dimetil 0 - (4 - nitrofenil) fosforotioato (CA).
Sinonimia: Tiofosfato de dimetil — paranitrofenila
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Foérmula bruta: C8H10NO5PS
Concentragédo do ingrediente ativo: 600g/L
Peso molecular: 263,2 mol™

Grupo quimico: inseticida organofosforado

4.2.2 Obtencdo do Extrato de Cinamomo

O material vegetal (Figura 2) foi coletado no municipio de Guatambu-SC, na
propriedade rural do Sr. André Colombi, localizada a uma latitude 27° 06° 34.24” S ¢
longitude 52° 42’ 39.65”.

Os frutos do cinamomo foram secos a temperatura de 40°C e submetidos a maceracao
com etanol por 7 dias em um percolador, sendo homogeneizados em intervalos de 24 horas.
Foram preparadas duas extragdes, com biomassas vegetais de 555,72 e 784,28 g, em 2 L de
etanol cada. Apos a extracdo, os macerados foram filtrados, recolhidos e concentrados em
evaporador rotatério sob pressdo reduzida, obtendo-se o extrato etandlico dos frutos de

cinamomo (EEC).

Figura 2- Exemplares do cinamomo, na
propriedade do Sr. André Colombi
Fonte: Tomazelli, 2009.
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4.3 Organismo teste

A espécie de peixe utilizada foi o Pimelodus maculatus, sem distincdo de sexo. Os
peixes foram selecionados, nos tanques de criacdo, na estacdo de piscicultura do Instituto
Goio-En no municipio de Sdo Carlos (SC), localizado a uma latitude 27°04'39" e a uma
longitude 53°00'14".

A espécie Pimelodus maculatus (LACEPEDE, 1803), também conhecido
popularmente como pintado amarelo, mandi, mandi amarelo e mandi pintado. Pertence a
ordem do Siluriformes, familia Pimelodidae. E o maior dos mandis, podendo alcancar 50 cm
de comprimento total (WEINGARTER; FILHO, 2004).

Essa espécie apresenta caracteristicas zootécnicas diferenciadas que a torna
potencialmente importante para a piscicultura como: boa qualidade de carne e a auséncia de
espinhos intramusculares, resisténcia a baixas concentracGes de oxigénio dissolvido, hébito
alimentar onivoro, plasticidade na dieta, pode se adaptar a disponibilidade de alimento e
alimentacdo artificial, o que representa um aspecto positivo a se considerar para a viabilidade
nas criacdes intensivas (ALMEIDA; NUNER, 2009).

Taxonomia segundo Sverlij et al. (1998):

Classe OSTEICHTHYES
Ordem SILURIFORMES
Familia PIMELODIDAE

Género e espécie Pimelodus maculatus Lacépéde, 1803

Figura 3- Exemplar de Pimelodus maculatus
Fonte: Autora.
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4.4 Aclimatacdo dos Peixes

Inicialmente o lote foi aclimatado por um periodo de sete dias permanecendo em
aquarios de vidro com capacidade para 12 litros, dotados de aeragdo artificial constante
(Figura 4). A 4gua de abastecimento utilizada foi neutralizada com Aquassafe — Tetra Aqua®
para retirada do cloro, o pH foi ajustado em 8,0 com Mydor pH Ease Increase®. A
temperatura do laboratério foi controlada em 23 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas de luz.

Os peixes foram alimentados com racdo comercial para peixes, fornecida uma vez ao
dia, a qual foi interrompida 24 horas antes do inicio dos experimentos. As varidveis de
qualidade da &gua como oxigénio dissolvido, temperatura, pH, condutividade elétrica e
amonia foram quantificadas a cada 24 horas.

A limpeza dos aquarios foi realizada por sifonamento, com renovacao de 20% do total
do volume de agua por dia, a fim de ndo haver acumulo de rejeitos. Os peixes mortos foram
retirados sempre que detectados.

O periodo de aclimatacdo foi necessario para observar a sanidade dos peixes, deteccao
de parasitas, doencas e recuperacdo do estresse da captura e transporte.

Antes de iniciar os experimentos de toxicidade, os peixes foram pesados para posterior
comparacdo dos resultados com o grupo controle (sem exposicao).

s P D N oulie

Figura 4- Aclimatacédo dos peixes nas condigOes dos
bioensaios

Fonte: Autora.
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4.5 Teste de Toxicidade

4.5.1 Testes Preliminares

Foram realizados testes preliminares para determinacdo das faixas de concentracdo
letal do metil paration e extrato de cinamomo. Com base nos intervalos compreendidos entre
a maior concentracdo nédo letal e a menor concentracéo letal, foram determinadas as seguintes
concentracdes de 10,0; 10,6; 11,0; 11,6 e 12,0 mg de metil paration e 210; 211; 212; 213 e
215 mg de extrato de cinamomo, por litro de agua.

4.5.2 Teste agudo com peixes 96 horas

Apos aclimatagdo, os peixes pesando em média 11 + 12,27 g foram transferidos para
0s aquarios. O manejo eleva o estresse dos peixes e, por este motivo as solucBes-teste foram
adicionadas apds 24 horas.

Cada concentracdo foi avaliada em tripicata, contendo cinco animais cada aquario,
resultando em 15 animais por concentracdo. O grupo controle ndo sofreu exposi¢do a nenhum
composto. O sistema de conducdo do teste foi o estatico, sem alimentagcdo e remogdo da
solucdo-teste. O periodo de exposicdo dos peixes foi de 96 horas, apds a taxa de mortalidade
foi determinada pelo Método da Média Mdvel e a Concentracdo Letal Média a 50% (CLsg)
identificada pela curva concentracdo-resposta, para a média das repeticoes.

As avaliagOes de mortalidade foram conduzidas as 2, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas ap0s
0 inicio dos testes. Foram considerados mortos 0s peixes que ndo demonstraram reacao apos
serem tocados no pendunculo caudal.

Durante o experimento, a natacdo dos peixes foi observada durante os primeiros 60
minutos apés a aplicacdo das substancias teste.

A aeracdo permaneceu constante. As variaveis de qualidade da agua tambeém foram
quantificadas a cada 24 horas, até completar 96 horas do experimento.

O teste foi mantido em sala climatizada a 23 + 2°C, livre de barulho e transito de

pessoas para evitar o estresse dos peixes, com fotoperiodo de 12 horas de luz.
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4.6 Anélise Cromatogréfica

O desenvolvimento do método em CLAE para o metil paration e azadiractina iniciou-
se pelas metodologias de validacdo descritas por Sampaio (2005) e Menezes (2004),
respectivamente. O método final foi aquele que apresentou melhor simetria do pico e menor

tempo de retencdo para o analito.

4.6.1 Equipamento e condic¢Bes cromatograficas

O sistema cromatogréafico (CLAE) utilizado é composto de um injetor automatico 410-
Varian com amostrador de 20 a 100 pL, bomba com fluxo de gradiente ternario 230-Varian,
detector ultravioleta UV-VIS 325-Varian e detector de fluorescéncia 363-Varian. O sistema
encontra-se integrado a um microcomputador pelo programa GALAXIE.

As separacOes cromatograficas em CLAE foram conduzidas usando coluna tipo C-18
(Microsorb-MV de 250 mm x 4,6 mm x 1/4°’) e detector ultravioleta UV-VIS 325-Varian.

Para todas as separagdes cromatograficas as condi¢cdes ambientais do laboratorio
foram controladas, com umidade relativa em 60% e temperatura ambiente de 20°C.

As condi¢des cromatogréficas para o metil paration foram: fase mével composta por
acetonitrila e agua (70:30 v/v), fluxo ajustado de 1,0 mL.minuto™, comprimento de onda do
detector em 245 nm e volume de amostra injetado de 20 pL.

Para azadiractina, a fase movél foi composta por uma mistura de solucdo aquosa de
fosfato monobésico de sédio 0,05 mol. L™ e acetonitrila (63:37 v/v), fluxo ajustado em 0,5

mL minuto™, comprimento de onda em 217 nm e volume de amostra injetado de 20 pL.

4.6.2 Preparo de solucgdes estoque padréo analitico

Os padr@es analiticos de metil paration e azadiracrina foram adquiridos da Aldrich-
Sigma®.
Os padrdes analiticos foram pesados e diluidos em metanol, grau cromatografico, para

preparacdo das solucdes padrdo estoque (I) nas concentracdes de 100 pg.mL™ de metil
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paration e 5000 ug.mL™ para azadiractina em metanol, respectivamente. A partir dessas
solugdes padrao estoque (1) foram realizas diluigdes decrescentes (Tabela 2), para otimizar das
condi¢cdes cromatograficas. As solucbes foram armazenadas sob refrigeracdo durante as
analises cromatogréaficas e a estabilidade acompanhada nos periodos de 0, 15, 30 e 60 dias. A

estabilidade foi mensurada pela mudanga de cor e presenca de cristais.

Tabela 2- Solucdes padréo estoque (I)

Metil paration Azadiractina
100 pug.mL™ 5000 pg.mL™
75 ug.mL™* 50 ug.mL™*
50 pg.mL* 25 pg.mL*
25 pg.mL* 10 pg.mL™*
10 pg.mL™* 5 pg.mL™*

4.7 Validagdo dos métodos analiticos

4.7.1 ldentificacdo

Esse teste foi realizado apenas para verificar a similaridade entre os varios perfis
cromatograficos e o tempo de retengdo para cada substancia.

Definidas as melhores condi¢Bes cromatograficas de separacdo e identificacdo, foi
realizada a validacdo dos métodos analiticos a partir dos seguintes parametros: especificidade,
linearidade, exatiddo e precisdo, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e

robustez (BRASIL, 2003).

4.7.2 Especificidade

A especificidade foi observada de forma qualitativa, pela resposta do analito de

interesse em diferentes concentragdes versus o tempo de retencdo (INMETRO, 2003).
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4.7.3 Linearidade

A linearidade foi avaliada com trés curvas analiticas em cinco concentracGes definidas
em: 100, 75, 50, 25 e 10 pg.mL™ de metil paration e 5000, 50, 25, 10 e 5 pg.mL™ para
azadiractina. Os gréaficos foram confeccionados em &rea obtida no cromatograma (mAU.s)
versus concentracdo (pg.mL™?) da solugdo injetada. A correlacdo foi expressa
matematicamente pela equacdo da reta, com a utilizacdo de Microsoft Excel® 2003, que

forneceu o coeficiente de determinacio (R?).

4.7.4 Exatidao e Precisdo

Para a exatiddo, foram utilizados os resultados cromatogréaficos do ensaio de
linearidade para a solucéo padrdo com 50 pg.mL™ de metil paration e 250 pg.mL™ de
azadiractina. As equacdes das curvas analiticas foram recalculadas. A exatiddo foi expressa
em percentual (%) pela divisdo da concentracdo real versus a concentracdo obtida.

A preciséo foi determinada como repetibilidade. Em trés dias consecutivos, as mesmas
concentracdes do ensaio de exatiddo, foram analisadas mantendo-se 0 mesmo equipamento e
diferentes analistas, a fim de verificar se 0 método desenvolvido apresenta 0 mesmo
comportamento quando mudam algumas variaveis, como o analista.

O resultado foi fornecido como desvio padrédo (DP) e desvio padréo relativo (DPR).

4.7.5 Limite de Deteccéo (LD) e Quantificacéo (LQ)

Nesse trabalho convencionou-se denominar como unidades LD e LQ as medidas de
menor concentracdo da curva de calibracdo detectavel, porém ndo quantificada com exatidéo
(RIBANI et al., 2004).

O gréfico foi construido em area (MAU.s) versus concentracdo (ug.mL™) e a
avaliacdo realizada pelos parametros da curva analitica.

O LD e LQ foram estabelecidos pelas equacdes (1) e (2):

LD=33xb (1)
a
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LQ=10xb )
a

onde,

a inclinacéo da curva de calibracdo (y=ax +b)

b é o coeficiente linear da equacgdo da reta da curva de calibracdo

O valor de LD e LQ foi considerado aceitavel para unidades 10 a 20 vezes superior a
concentracdo do analito (BRASIL, 2003; FRANCO, 2009).

4.8 Deteccéo e quantificacdo de azadiractina no extrato de cinamomo

Para a determinacdo da azadiractina foi preparada uma solugdo em metanol gral
cromatografico, contendo 3,04 mg.mL™ do extrato de cinamomo. A soluco foi filtrada em
membrana de poliéster (0,45 um) para posterior injecdo no cromatografo. A identificacdo
deu-se através da seletividade, pela analise do perfil cromatografico da amostra em

comparagdo com a solucdo padrdo estoque (1) de azadiractina.

4.9 Protocolo experimental de Bioacumulagdo Direta em peixes

Esse foi baseado na metodologia de Buratini e Brandelli (2006), onde a partir do valor
encontrado para a concentracao letal CLso.ggn, do metil paration trés concentragdes teste foram
definidas: 0,1;1,0e 10 mg. L™

Foram preparados seis aquarios com 10 L de agua, conforme o procedimento de
aclimatacdo dos peixes descrito no item 4.4

O delineamento experimental foi casualizado. Antes de adicionar o metil paration, nos
aquarios, os peixes foram pesados, para posterior comparagdo dos resultados com o grupo
controle. O experimento foi conduzido durante 5 dias, em réplica, sem remoc¢éo da 4gua, com

alimentacdo controlada e fotoperiodo de luminosidade de 12 horas de luz.
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Os dados fisico-quimicos iniciais da &gua dos aquérios foram: oxigénio dissolvido
7,10 mg/L, temperatura da agua 21 = 2°C, pH 8,0, condutividade elétrica 184 mS/cm e
amonia 17,3 mg/mL. A temperatura da sala manteve-se em 23 + 1°C.

Ap0s 6 horas do inicio da adicdo do metil paration na agua dos aquarios, foi coletado
aliquota de 1 mL para analise cromatogréfica, a fim de verificar a cinética de degradagdo do
pesticida. Aliquotas diarias de 30 mL foram retiradas para verificacdo das varidveis: oxigénio
dissolvido, temperatura, pH, condutividade elétrica, ambnia e analise cromatografica da
concentracdo do metil paration.

Ap6s completar 24 horas da adigdo do metil paration, um peixe de cada aquério foi
pesado, anestesiado por hipotermia, segundo procedimento descrito por Wilson JM, et al.
(2009), morto e retirado 2 gramas de tecido muscular. Foi realizado 0 mesmo procedimento
para 0 grupo controle.

As amostras de tecido muscular e cérebro foram maceradas, separadamente, com
almofariz e pistilo até obter uma massa homogénea. Os macerados foram transferidos para um
frasco e este avolumado para 10 mL de metanol, grau cromatografico.

Os frascos foram centrifugados 4000 rpm por 20 minutos, conforme metodologia
descrita por Menezes et al. (2004).

Ao término deste processo o sobrenadamente foi filtrado em membrana de poliéster
(0,45 pm) e armazenado em frasco de vidro (vials) sob refrigeracdo, até realizar as analises
cromatograficas. As amostras de analise foram os sobrenadantes.

Por fim, calculou-se o fator de bioacumulacdo do metil paration adicionado na agua do
aquario, nas amostras de tecido muscular e cérebro.

O fator de bioacumulacéo (Equacéo 3) foi estimado através da razéo:

BCF=C, 3)
Cw

onde,

BCF é o fator de bioacumulacao
C, é a concentracdo da substancia no organismo

Cw € a concentracdo da substéncia teste na d&gua

Os resultados foram plotados em tabela.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimica da 4gua

Os parametros fisico-quimicos (oxigénio dissolvido, temperatura, pH, condutividade
elétrica e amonia) da &gua dos aquarios, utilizada no teste de toxicidade aguda estdo descritos
na Tabela 3. Ao longo do periodo experimental ndo foram observadas variagoes significativas

que comprometessem 0s peixes.

Tabela 3- Valores médios e desvio padrdo para as varidveis fisico-quimicas da agua, nas
concentracdes utilizadas no teste de toxicidade aguda em Pimelodus maculatus, pintado
amarelo exposto ao metil paration e extrato de cinamomo

Oxigénio Temperatura pH Condutividade Amonia
dissolvido da dgua do elétrica (mg.L™
(mg.L™ aquario (°C) (uS/cm)

Grupo 6,61 +0,10 20,33 +£ 0,47 8,03 +0,04 202,00 + 9,41 18,60+ 1,30
Controle

Metil 6,49 £ 0,31 20,06 + 0,40 8,10 + 0,08 201,34+9,74 19,55+1,90
paration
Extrato de 6,83 0,56 20,66 + 0,47 8,01 +0,03 198,67 + 9,46 19,87 £ 1,29
Cinamomo

A concentracdo baixa do oxigénio dissolvido pode ser atribuida & degradagdo ao
aumento do consumo de oxigénio pelos peixes que se encontravam sob situacédo de estresse.

Dentre as espécies nativas mais investigadas para a produgdo em cativeiro encontra-se o
Pimelodus maculatus (Lacépede, 1803), uma espécie rustica, resistente a baixas concentraces de
oxigénio dissolvido, que apresenta plasticidade na dieta (ALMEIDA; NUNER, 2009).

A fim de manter a integridade dos animais a concentracdo de oxigénio dissolvido foi

mantida acima do limite minimo permitido (4 mg.L™) pela ABNT (2004).
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5.2 Toxicidade aguda em peixes 96 horas

5.2.1 Metil paration

Apols 96 horas de exposicdo foi possivel correlacionar a taxa de mortalidade dos
peixes em funcdo das concentracdes utilizadas. A maior incidéncia de mortalidade ocorreu
nas primeiras 24 horas de exposicdo nas concentracdes 11,0; 11,6 e 12 mg.L™.

Os resultados (Figura 5) representam a relagcdo concentragdo-resposta através da curva

de regressao linear. O valor estimado para a CLsg-gsn foi 10,87 mg.L'l.
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Figura 5- Curva de regresséo linear estimada para a mortalidade em Pimelodus maculatus,
exposto a diferentes concentracdes de metil paration

Segundo Cruz (2005), para P. mesopotamicus (pacu), na fase juvenil a concentracao
letal CLso.osn calculada foi de 3,97 mg.L™ e para alevinos 9,89 mg.L™. Mataqueiro (2002),
encontrou concentracdo letal (CLso-gsn) para juvenis e alevinos de P. mesopotamicus, de agua
mole e 4gua de represa, valores de 4,06 mg.L™ e 5,15 mg.L™, respectivamente.

Para juvenis de Oreochromus niloticus (tilapia do nilo), a CLso.gsn Calculada foi de
17,82; 8,91; 400 e 2,7 mg.L* em 24, 48, 72 e 96 horas de exposicao respectivamente
(BARBIERI; FERREIRA, 2011).

Outros inseticidas utilizados no tratamento de parasitas apresentaram maior toxicidade
para peixes quando comparados com o metil paration. Moura (2009), exp0s alevinos de

Oreochromus niloticus (tilapia do nilo), Cyprinus carpio (carpa comum) e Colossoma
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macropomum (tambaqui) ao herbecida Roundup®. A CLso.osn foi de 21,63; 15,33 e 20,06
mg.L™?, respectivamente. O metil paration foi mais téxico quanto comparado com o herbicida
Roundup®.

Silva et al, (2010) encontraram a ClLso4g, do herbicida comercial, composto por
diuron, por diuron, hexazinona e ingredientes inertes para Danio rerio (paulistinha) igual a
581,50 mg.L™t. Em concentraces a partir de 50 mg.L™" do herbicida foram observadas
alteracbes comportamentais significativas, como hipoatividade relacionada ao movimento
natatorio em mais de 50% dos organismos. Segundo Silva et al, (2010), a diminui¢do do
movimento natatorio pode ser explicada como comportamento adaptativo ao estresse devido a
possivel realocacdo de energia para outros processos fisioldgicos, resultando em menor
quantidade de energia para a locomocéo.

Apds 24 horas de exposicdo ao inseticida metil paration, nas concentracfes 11,4; 11,6
e 12,0 mg.L™ observou-se sinais clinicos de intoxicacdo no Pimelodus maculatus (Figura 6),
relacionada a hiperatividade como: espasmos musculares, natacdo irregular, perda de
equilibrio, movimentos natatorios erraticos devido a acdo do inseticida na inibicdo do sistema
enzimatico colinérgico.

Nas demais concentracdes, a saber 10,0; 10,6 e 11,0 mg.L™ , os peixes mostraram-se

agitados somente nos primeiros 60 minutos de exposi¢éo.

Figura 6- Alteragbes comportamentais de natacdo em Pimelodus maculatus
expostos a concentragdo de 12 mg.L™ do inseticida metil paration. Observar
perda de equilibrio (PE)
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Estes sinais estdo de acordo com o0s observados por Barbieri e Ferreira (2011) em
Oreochromis niloticus (tilapia do nilo) exposto a diferentes concentracdes de metil paration.
O experimento foi conduzido em 24, 48, 72 e 96 horas onde os valores encontrados para a
CLso foram 17,82; 8,91; 4,0 e 2,70, respectivamente. A inibicdo das colinesterases (AChE,
BChE e PChE) no plasma dos peixes expostos atingiu 94% nas concentragdes mais elevadas.

Os inseticidas organofosforados agem no sistema nervoso central, inibindo as enzimas
colinesterases. Dentro dos neurdnios, o0s sinais sdo transmitidos por impulsos elétricos
mediante ions de sodio com carga positiva. Chegando aos nds sinapticos, os impulsos
elétricos excitam as vesiculas que repassam 0s Ssinais por mensageiros quimicos para as
células seguintes. As células nervosas usam diversos tipos de mensageiros quimicos, sendo
mais conhecidos o acido gamaaminobutirico (GABA) que comunica as células nervosas com
celulas musculares e a acetilcolina, que transmite sinais entre células nervosas. Assim que 0
sinal quimico é transmitido, a acetilcolina é removida da sinapse pela enzima colinesterase,
deixando-a pronta para novo sinal. A seqiiéncia desses eventos acontece em fragOes de
segundo. A inibicdo da atividade dessa enzima leva ao acimulo de acetilcolina, provocando
estimulacdo descontrolada do sistema nervoso (COUTINHO et al, 2005).

Em relagdo a biomassa ndo houve diferencas significativas para as concentragdes
testadas em relagdo ao grupo controle.

5.2.2 Extrato de Cinamomo

A partir dos resultados dos ensaios preliminares estabeleceu-se o intervalo entre a
menor concentragdo que ndo causou letalidade e a maior concentracdo que causou 100% de
letalidade. O gréafico (Figura 7) representa a relagdo concentragdo-reposta. A CLs.gen fOI
calculada através da equacéo linear, onde obteve-se 212,25 mg.L™.

A mortalidade 100% dos animais, para a concentracdo de 215 mg.L™ ocorreu
aproxidamente 36 horas ap0s a exposicdo, diferente do observado para o inseticida metil

paration.
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Figura 7- Curva de regressdo linear estimada para a mortalidade em Pimelodus
maculatus exposto a diferentes concentrac¢fes do extrato de cinamomo.

Mudancgas comportamentais como espasmos musculares, natacéo irregular e perda de
equilibrio ndo foram observadas. Durante as 96 horas de exposicdo 0s animais permaneceram
no fundo do aquério.

Em relacdo a biomassa dos peixes foi observado que as concentracdes utilizadas ndo
sdo suficientes para promover a perdas significativas, quando comparado com 0 grupo
controle.

Efeitos do extrato aquoso de M. azedarach L foram investigados na Tilapia zilli
(Gervais), em condicdes de laboratorio por um periodo de 96 horas, demonstrando toxicidade
aguda ao animal (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

Os frutos verdes de M. azedarach L. contém saponinas e um alcal6ide, a azaridina ou
mangrovina, que € um narcotico com acgao sobre o sistema nervoso central (Zwing, 2001 apud
Seffrin, 2008). Segundo Tomita (2002), a toxicidade de um composto quimico depende do
tempo de exposicdo, da suscetibilidade do organismo, das caracteristicas quimicas e de

fatores ambientais.

5.3 Determinagdes das condigdes cromatogréaficas (CLAE)

No desenvolvimento das condigdes cromatograficas para metil paration e azadiractina
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buscou-se utilizar condigdes mais simples e reprodutiveis, isto é, fase movel sem ajuste de pH
e menor tempo de retencdo.

A ldentificacdo deu-se através da constatacdo visual da separacdo do pico do metil
paration e azadiractina. Primeiramente com a injecdo de 20 pL da solucdo padrdo na
concentracdo 0,1 mg.mL™ e 50 mgmL™ respectivamente, foi verificado o perfil
cromatogréafico para o tempo de retengdo. Em seguida, foram realizados ensaios avaliando a
vazao e 0s solventes organicos, acetonitrila e agua, em diferentes proporcoes.

Para o metil paration (Figura 8), a identificacdo se deu a partir do tempo de retencédo
de 6,59 = 0,01 minutos.

'i"'"é i’—é RT [min]

0,5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 6,5 7 75 8 85 9 9,5 10

Figura 8- Perfil cromatografico do metil paration, contendo somente o pico do padrdo
analitico, obtido nas condic¢des otimizadas.

Para a azadiractina, as condigOes propostas por Menezes et al. (2004) ndo foram
suficientes para promover boa resolucéo do pico (Figura 9). Passou entdo, empregar vazao de

1,0 mL.min™ para a fase mével, onde obteve-se o tempo de retengio de 14,65 + 0,15 minutos.
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Figura 9- Perfil cromatografico da azadiractina, contendo somente o pico do padréo
analitico, obtido nas condic¢des otimizadas.

Definidas as melhores condi¢bes cromatograficas de identificacdo foram

realizadas as valida¢cdes dos métodos.

5.4 Validacdo dos métodos analiticos

5.4.1 Especificidade

Para avaliar a especificidade do método foram preparadas amostras sem o0 uso de
padrdo, contendo todos os reagentes seguindo o mesmo método descrito nos itens 4.6.2 a
4.7.1, a fim de avaliar a presenca de picos interferentes nos tempos de retencdo do inseticida
metil paration e azadiractina. As figuras 10, 11 e 12 mostram os cromatogramas obtidos nas
analises do CLAE.
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Figura 10- Perfil cromatografico do metil paration para o ensaio de especificidade.
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Figura 11- Perfil cromatografico da azadiractina para o ensaio de especificidade.
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Figura 12- Perfil cromatografico do branco dos reagentes.

O método mostrou especifico, uma vez que produziu resposta para uma Unica

sustancia, no tempo de retencdo para o metil paration e azadiractina.

5.4.2 Linearidade

A linearidade foi obtida seguindo os parametros de validacdo preconizados pela
Resolucao n° 899, de 29 de maio de 2003, através da construcdo da curva padrdo do metil
paration e azadiractina com cinco niveis de concentracao, injetados em triplicata. Nas figuras
13 e 14, observamos pelos gréficos e pelo coeficiente de determinacdo (R%>0,99) que a
resposta do detector foi linear.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o critério minimo

aceitavel é 0,99.
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Figura 13- Area do pico em funcdo da concentragio de metil paration. Cada ponto da reta
corresponde a média de trés corridas realizadas para cada concentracéo.
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Figura 14- Area do pico em funcio da concentracio de azadiractina. Cada ponto da reta
corresponde a média de trés corridas realizadas para cada concentracao.
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5.4.3 Estudo da Exatiddo e Precisdo

Os métodos desenvolvidos nesse estudo mostraram-se exato, preciso e repetitivo. Os

resultados estdo apresentados nas tabelas 4.

Tabela 4- Calculo da exatiddo (%) e Precisdo (DPR) obtida para as concentracGes testadas de
metil paration e azadiractina

Valor esperado Valor calculado Exatidao
(ug.mL™) (ug.mL™) (%)
Metil paration
y= 978,69 x —2,8317 R*=0,9932 50 52,850 105,70
y=1067,4x — 4,6024 R*=0,9938 51,623 103,24
y=1033,8x - 3,039 R?=0,9937 52,850 105,70
Média 52,239 104,47
DP 0,611 1,23
DPR (%) 1,169 1,17
Azadiractina
y= 2,4441-0,13 R?=0,9998 250 229,12 91,64
y=2,6718 — 0,1747 R?=0,9996 230,06 92,02
y=2,4566 — 0,2108 R?=0,9987 244,45 97,82
Média 237,25 94,92
DP 7,19 2,9
DPR (%) 3,03 3,05

Os valores do coeficiente de variacdo (DPR) obtidos para a exatidao e precisdo foram

inferiores a 15%.

Segundo a Resolucdo N° 899, de 29 de maio de 2003, para precisdo, o valor maximo
aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, a concentragdo do

analito e a finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a 15%.

Durante os ensaios de linearidade, exatiddo e precisdo os métodos desenvolvidos
mostraram-se robustos pela capacidade do cromatografo, nas condi¢des analiticas propostas,

resistir a pequenas mudangas de temperatura na coluna + 2°C, analistas e dias diferentes.
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5.4.4 Limite de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ)

Para obter a equacdo da reta foram utilizados para a determinacdo dos limites de
deteccdo e quantificacdo 11 solugdes entre 0,5 a 100 pg.mL™ para o metil paration e 5
solucBes entre 5,0 e 250,0 pg.mL™ para azadiractina. As areas observadas, para cada
concentracdo foram cruzadas para construcdo do gréafico (Figura 15 e 16).

110 4
100 4
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 4

y =1,0187x-0,7117
R2=0,9979

Area (MAUS)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Concentragéo (ug.mL™)

Figura 15- Apresentacdo da equacao da reta e coeficiente de determinagdo. Cada ponto da
reta corresponde a média de trés corridas realizadas para cada concentracdo de metil
paration.

LD=33xb= 33x0,0566 LD= 0,000341 pg.mL" (1)
a 968,91
LQ =10 x b = 10 x 0,0566 LQ= 0,000584 pg.mL™ ()
a 969,91
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Figura 16- Apresentacdo da equacdo da reta e coeficiente determinacdo. Cada ponto da reta
corresponde a média de trés corridas realizadas para cada concentracdo de azadiractina

LD=33xb=33x00227 LD= 4,6ugmL" ?3)
a 0,0016

LQ =10 x b =10 x 0,0227 LQ= 14,18 pg.mL™ (4)
a 0,0016

Franco (2009) destaca que 0 método baseado na curva analitica é estatisticamente mais
confiavel. O limite de quantificacdo representa a menor concentracdo em que o analito pode

ser quantificado com exatiddo e precisao.

5.5 Deteccéo da Azadiractina no Extrato de Cinamomo

O emprego da coluna cromatografica ISRP-C18 permitiu a visualizacdo do perfil

cromatografico do Extrato de Cinamomo para a deteccdo da azadiractina (Figura 17).
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Figura 17- Perfil cromatogréfico do Extrato de Cinamomo (A e B) e padrdo analitico
azadiractina (C)

A partir dos perfis cromatograficos (A) e (B) da Figura 17, observa-se que ndo foi
detectado 0 composto azadiractina no Extrato de Cinamomo, esse resultado mostra-se

confiavel uma vez que o limite de deteccio para azadiractina foi 4,6 pg.mL™.

A azadiractina se concentra principalmente nos frutos, aumentando ao longo do
desenvolvimento, sendo maxima acdo no amadurecimento. As variacdes de concentracdo
podem ocorrer durante o periodo sazonal, processo de colheita, armazenamento, teores de
umidade, presenca de luz, temperatura e variaces de pH (MOSSINI, 2005).

A analise fitoquimica em cromatografia de camada delgada (CCD) revelou negativo
para azadiractina e positivo para melianona, confirmando o resultado da cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) (Figura 18). Os testes ndo foram conduzidos com o composto
melianona devido a dificuldade padronizar o composto e validar a metodologia de

identificacdo no sistema CLAE.
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Figura 18- Cromatografia de Camada Delgada do extrato alcodlico e bruto de cinamomo.
Mancha marrom indicada a presenca do Triperpenoide Melianona
Fonte: Laboratorio de Analises Instrumental - UNOCHAPECO.

Estudos realizados com o mesmo extrato por Tomazelli (2009) confirmaram a
presenca do triterpenoide melianona e do &cido linoléico, nos frutos de cinamomo. Segundo
Matias et al. (2002) além dos triperpendides, outras classes de metabdlitos (limondides e

esterdides, alcaldides, proteinas, fenois e fitoesterois) também estdo presentes nos orgaos de

Melia azedarach L.

5.6 Estimativa do Fator de Bioacumulagéo para os peixes expostos ao metil paration no

periodo de acumulacéo — 5 dias

Os parametros de controle de qualidade da agua dos aquarios, durante o experimento,

estdo apresentados na Tabela 5. A temperatura ambiente manteve-se constante em 21 + 2°C.
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Tabela 5- Valores médios e desvio padrdo das variaveis fisico-quimicas da agua e
biomassa médio dos animais, para as concentracGes utilizadas no experimento de
bioacumulacdo em Pimelodus maculatus (pintado amarelo) exposto ao metil paration

Peso Oxigénio pH Condutividade Amonia
(9) (mg.L™) (uS/cm) (mg.L™)

Controle 12,33+ 2,63 6,11 + 0,56 8,18 +0,17 236,77+ 27,93 23,07 + 3,83
0,1 mg.L™ 12,98 + 3,41 6,16 +£ 0,55 8,15+0,16 200,08 +34,23 15,98 + 3,82
1,0mg.L? 1458 +3,41 6,19 £ 0,64 8,12+0,19 246,38+ 30,02 21,23+ 3,46
10,0 mg.L™* 1351 +1,17 6,90 +0,57 8,20+0,14 201,00+ 31,15 18,42+3,17

O fator de bioacumulacéo e a concentragdo em amostras de tecido muscular foram
estimados para caracterizar o padrdo de acumulagcdo do metil paration, através do tempo de

exposicao pela biomassa do peixe (Tabela 6).

Tabela 6- Evolucdo do fator de bioacumulacdo em amostras de tecido muscular de
Pimelodus maculatus (pintado amarelo) exposto ao metil paration. Os valores estéo
expressos como media de 2 aquarios.

Tratamento
Pe_rlodo Concentracao Concentracao Concentracao
(dias) ¢ ¢ ¢
de0,1mg.L* de 1,0 mg.L™? de 10,0 mg.L™
1° 6,02 5,0 34,48
20 6,17 5,57 43,63
30 6,19 5,09 36,03
40 5,77 4,99 27,66
50 5,56 4,99 12,57

A concentracdo do metil paration na a4gua manteve-se constante durante todo o
experimento. Nao foi possivel calcular o fator de bioacumula¢do do pesticida no cérebro do
Pimelodus maculatus, uma vez que ndo conseguimos quantificar com exatiddo e precisao a
sua concentra¢ao no sobrenadante das amostras, contudo foi detectado sua presenca, para as
trés concentracOes testadas, durante os 5 dias do experimento.

No periodo experimental de acumulacdo, em que os peixes foram expostos ao metil
paration, foi possivel observar um decréscimo do fator de bioacumulagéo para as amostras
de tecido muscular, ou seja, sugere-se que a taxa de eliminacdo seja superior a taxa de

assimilacéo.
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A assimilacdo dos pesticidas em peixes ocorre rapidamente, porém estes levam um
tempo maior para serem eliminados do organismo, uma vez que a excre¢do de substancias
toxicas pelos organismos obedecem uma cinética de primeira ordem, na qual os parametros
que afetam a eficiéncia da acumulagédo e eliminacdo de um pesticida depende dos grupos
atbmicos, atividade fisico-quimica, solubilidade em &gua, grau de ionizacdo, estabilidade
quimica, contetdo lipidico do peixe e periodo de exposicdo (AZEVEDO; CHASIN, 2004;
BURATINI; BRANDECELLLI, 2006).

O actmulo de metil paration em trutas foi demonstrado por ABBAS et al. (1996)
apud Santos et al. (2009), os quais concluiram que a meia vida prolongada desta substancia
nos peixes traz preocupac¢do quanto a possibilidade de risco aos consumidores, uma vez que
esta representa um nimero cinco vezes maior que a meia vida em ratos.

Luvizotto Santos (2007) verificou uma bioacumulacdo media de metil paration
metilico nos filés de tilapia em torno de 20 vezes.

Lopes et al. (2006) encontraram bioacumulagdo de triclorfon em pacu e concluiram
que apesar da meia a vida deste pesticida nos tecidos dos peixes seja curta, estimaram que 0
periodo de caréncia para sua eliminacdo (95 %) deva ser de 50 dias.

Observando os resultados obtidos quanto a presenca de metil paration nas amostras de
tecido muscular e cérebro, assegura a necessidade de intensificacdo do controle de residuos de
pesticidas em alimentos. Segundo a Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o limite diario de
ingestdo aceitavel (IDA) de metil paration é 0,003 mg/kg.

O fator de bioacumulacdo pode ser uma ferramenta no controle de qualidade na
piscicultura, estimando a concentracdo e 0 tempo de exposicdo necessario para que em
determinadas condicGes de criagdo, os peixes, ndo alcancem concentracOes residuais por

agrotoxicos ou afins em niveis proibidos para 0 consumo humano.
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6 CONCLUSAO

A Concentragdo letal CL50 (96 horas) do pesticida metil paration e extrato de
cinamomo em Pimelodus maculatus sdo respectivamente 10,87 mg.L™ e 212,25
mg.L™.

O método foi validado apresentando resultados satisfatorios para linearidade, exatiddo
e precisdo, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e robustez nas

condicBes cromatograficas propostas para o metil paration e azadiractina.

Né&o foi detectado, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a presenca do

composto azadiractina no extrato de cinamomo.

Foi detectado a presenca de metil paration nas amostras de cérebro para o
experimento de bioacumulacdo, contudo ndo foi possivel calcular o fator de
bioacumulacdo devido a dificuldade de quantificar com exatiddo e precisdo sua

concentracéo.
A analise do fator de bioacumulagdo, em amostras de tecido muscular em Pimelodus

maculatus mostrou um potencial risco toxicolégico do metil paration a nivel de cadeia

alimentar.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Em relacdo aos resultados deste trabalho fornece algumas opg¢des no que diz respeito a

continuidade do desenvolvimento do estudo de toxicidade e bioacumulacdo. Abaixo se propde

algumas possibilidades:

Ensaio de toxicidade cronica em pintado amarelo, para o metil paration e extrato de

cinamomo.

Determinar a cinética de degradacdo do metil paration, utilizado a &gua em diferentes

temperaturas e valores de pH, a fim de observar o comportamento desse pesticida.

Verifica e monitorar o processo de depuragdo do metil paration em Pimelodus

maculatus, para o ensaio de bioacumulagédo — 5 dias.

Avaliacdo de biomarcadores genotoxicos (Micronlcleo e Ensaio Cometa) a fim de
verificar possiveis alteracdes a nivel de DNA causadas pelo metil paration .

Utilizacdo de enzimas de estresse oxidativo como biomarcadoras de alteracGes

causadas pela acumulagdo do metil paration em peixes.
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