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RESUMO

O desenvolvimento das préaticas agricolas proporcionou o aumento da producéo e reducdo na perda
de produtividade, no entanto varios defensivos fitossanitarios foram inseridos nesse meio visando
controlar a acdo de insetos e doencas que possam prejudicar as plantaces. Alguns desses produtos
quimicos podem causar efeitos adversos em organismos vivos, como é o caso do endosulfan. Este
inseticida foi banido do Brasil em 2010, contudo é adquirido de forma ilegal por alguns produtores.
No presente estudo foi quantificado residuos de endosulfan presente em alface crespa. As
concentragdes encontradas variaram entre 0,007ug e 0,018ug/Kg. Ainda foi realizada a avaliagdo da
toxicidade das concentracfes quantificadas em embrides de Zebrafish . Foi observado que, mesmo
com as concentragdes encontradas estando abaixo do indice de ingestdo diario estabelecido pela
ANVISA, houve elevada toxicidade. Causando efeitos como: edemas de pericardio e saco vitelino,
deformacéo no esqueleto e retardo na eclosédo dos embrides.

Palavras-chave: Endosulfan, Alface crespa, Toxicidade, Zebrafish

ABSTRACT

The development of agricultural practices has led to an increase in production and a reduction in the
loss of reproduction, however, several pesticides have been inserted in this medium to control the
actions of insects and diseases that can harm plants. Some of these chemicals can cause adverse
effects on living organisms, such as endosulfan. This insecticide was banned in Brazil in 2010, but it
is acquired illegally by some producers. No present study has been quantified as endosulfan residues
in relation to curly. The variations found vary between 0.007mg and 0.018mg. A toxicity assessment
was also carried out on the quantified in Zebrafish embryos. It was observed that, even with the
indicator displayed below the daily intake index established by ANVISA, there was high toxicity.
Causing effects such as: edema of pericardium and yolk sac, deformation in the skeleton and delay
in the hatching of the embryos.

Keywords: Endosulfan, Curly lettuce, Toxicity, Zebrafish

1 INTRODUCAO
No cenario mundial, o Brasil desponta como um dos maiores produtores com

aproximadamente 300 milhdes de hectares ocupados com culturas, florestas e pastagens (ALVES et
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al, 2014). Deste total, quase 1 milhdo de hectares sdo ocupados com hortalicas. Dentre as hortaligas,
a alface (Lactuca sativa) se destaca como uma das mais produzidas e comercializadas no Brasil. Essa
cultura pode ser explorada em diferentes sistemas de cultivo, como convencional, orgénico e
hidropdnico, sendo sua comercializacdo realizada desde feiras livres até os grandes centros
comerciais, 0 que lhe assegura uma expressiva importancia social e econémica (ALMEIDA et al.,
1985; PORTO et al., 2008).

Por ser um alimento consumido in natura, os cuidados para supresséo e/ou controle de insetos
praga ocorre em todo ciclo da planta. Para isso, € comum o uso de produtos fitossanitarios. As
empresas responsaveis pela fabricacéo destes defensivos, vem investindo em pesquisas com foco em
moléculas eficientes e pouco poluentes em substituicdo a aquelas que apresentam alta toxicidade que
séo banidas do mercado como o endosulfan (RODRIGUES et al, 2016).

O endosulfan é um inseticida e acaricida organoclorado introduzido no mercado em 1950
sendo utilizado nas culturas de café, cha, algodao, arroz, milho, sorgo, citricas e hortalicas. No Brasil
esse defensivo agricola foi banido pela ANVISA em 2010 devido sua alta toxidade, o seu uso deveria
ser reduzido gradativamente até 2013, ano em que seria totalmente banido (BRASIL, 2018).
Entretanto, apesar da proibicdo ainda é encontrado em algumas plantages, se trata de um poluente
organico persistente (POP), ou seja, permanece no ambiente por um longo periodo resistindo a
decomposicdo entre 2 a 5 anos sendo decomposto na propor¢do de 75% a 100% ap0s esse periodo
(LARINI,1999).

Apo6s ensaios com microrganismos e em testes do micronicleo na medula Ossea de
camundongos foi constatado que o endosulfan possui potencial mutagénico, se acumula no tecido
gorduroso afetando o sistema imunoldgico, imita ou realga o horménio feminino estrogénio, podendo
causar danos na reproducdo e desenvolvendo de animais e humanos (LEE et al, 2019). Esta
relacionando ao cancer e os efeitos de intoxicacdo aguda incluem tremores, convulsées, dificuldade
ao respirar, nauseas, vémitos, diarreia, descamacdo e pigmentacdo da pele, seu indice de digestao
diéria aceitavel (IDA) € 0,006 mg/Kg de peso corpéreo (FERREIRA et al, 2018).

Para efeito de avaliacdo de toxicidade, um modelo que vem sendo usado recentemente € 0
Zebrafish (Danio rerio) (SEIBT, 2009). As vantagens de seu uso sdo: rapido desenvolvimento,
transparéncia embrionéria, facilidade mutagénica, tempo de geragdo curto, genémica em curso, boa
tolerancia a elevadas densidades, capacidade de absorver substancias adicionadas diretamente na
agua, sensibilidade para drogas e o rapido metabolismo, baixo custo para criagdo e manutencgdo e

elevado grau de homologia aos genes do ser humano, cerca de 70%. (IGANSI, 2012).

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 7, p. 46539-46548, jul. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian Journal of Development

Os objetivos do presente trabalho foram: realizar um estudo quali e quantitativo de endosulfan
residual em alface crespa comercializada na cidade de Jatai-GO. Usar os dados quantitativos para
avaliar a toxicidade deste defensivo fitossanitario em embrides de Zebrafish .

2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no municipio de Jatai-GO, no laboratério de Quimica da Universidade
Federal de Jatai, entre os meses de marco a setembro de 2018. Foram coletada,s para o
desenvolvimento do trabalho, amostras aleatérias de alface crespa (Lactuca sativa var. crispa), de
oito produtores diferentes da regido, que vendem diretamente em feiras e/ou daqueles que fornecem

a hortalica para as redes supermercados da cidade.

2.1 EXTRAQAO DO PRINCIPIO ATIVO DO PRODUTO FITOSSANITARIO

Aplicou-se a metodologia analitica de analise multirresiduos, empregando a extracao liquido-
liguido quimicamente ativa seguida da caracterizacdo por cromatografia gasosa aliada a
espectrometria de massas (CG-EM). Foram transferidos 2 mL do defensivo Thiodan CE® (que
apresenta 35%m/v do ativo endosulfan) para um béquer e a este foi adicionado 25mL de cloroférmio.
A solucéo foi transferida para um funil de separacédo e adicionado 10mL de bicarbonato de sddio e
10mL da solucdo Braine. Apo6s agitagdo vigorosa, a fase organica foi levada a centrifuga por 10min
(5000 rpm a 10°C) para a completa separacdo da agua. A fase organica obtida foi seca com 5¢g de
sulfato de sddio anidro, filtrada e levada a capela para completa evaporacdo do solvente. O

Endosulfan isolado foi submetido a analise cromatografica na concentracdo de 1mg/mL.

2.2 EXTRA(;AO DOS PRODUTOS FITOSSANITARIOS DAS AMOSTRAS DE ALFACE

O procedimento experimental de extracdo do defensivo na matriz vegetal foi 0 mesmo descrito
no item 2.1, com inclusdo de trés etapas. Inicialmente foram lavadas e pesadas 100g de folhas de
alface in natura. A esta massa adicionou-se 25mL de etanol para a completa homogeneizacio do

extrato. Este foi filtrado e a por¢do orgénica extraida com cloroférmio.

2.3 CONDI(;()ES CROMATOGRAFICAS PARA ANALISE QUALITATIVA E
QUANTITATIVA

Utilizou-se o cromatografo gasoso Perkin® modelo Clarus S8 acoplado a um espectrémetro
de massas tipo triplo quadrupolo e ionizac¢do por impacto eletrénico de 70 eV. O aparelho é equipado
com columa Optima-5® (250 um didmetro interno x 30 m comprimento). As condicdes de analise

foram: temperatura do injetor: 290 °C; temperatura inicial: de 100 °C (hold 3min); taxa de
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aquecimento 15°C/min; temperatura final: de 250 °C (hold 7,5min); vazdo do gas de arraste:
ImL/min. A estrutura do defensivo analisado foi confirmada por meio de consulta a biblioteca do
equipamento Nist® MS search 8.0 no modo full scan para as anélises qualitativas e no modo SIM
(Select lon Monitoring) para as anélises quantitativas.

2.4 CONDIC}OES CROMATOGRAFICAS PARA ENSAIO BIOLOGICO COM ZEBRAFISH
Para os ensaios de toxicidade, os Zebrafish foram mantidos de acordo com condigdes
laboratoriais padrédo de manutencao. Os embrides foram obtidos por cruzamento natural e os viaveis
foram selecionados para o estudo. Foram utilizadas as concentracfes de endosulfan quantificadas.
Para cada concentrag&o, foi utilizado doze embrides distribuidas numa microplaca de cultura de 96
pocos contendo um volume final de 200 microlitros. Os efeitos teratogénicos e letalidade, foram
analisadas por microscopia de contraste de fase e foram tiradas fotografias a cada 24h. Foi realizada

a exposicdo para o bioensaio agudo, com duracdo total de 96h.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
O processo de extracdo do endosulfan a partir dos produtos comerciais mostrou-se eficaz,
sendo extraidos 33mg do ativo. Na Figura 1 sdo apresentados os cromatogramas obtidos no modo

full scan e SIM, evidenciando o mesmo tempo de retencdo nas duas analises.

Figura 1. (A) Cromatograma de ions totais do endosulfan no modo full scan de analise com tempo de retencédo de 4.44
mim, concentracdo de 2ppm de endosulfan. (B) Cromatograma de ions totais do endosulfan no modo SIM de analise com

tempo de retencdo de 4.44 mim, concentracdo de 0,5ppm de endosulfan.
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O modo SIM de analise foi escolhi pois, aumenta consideravelmente a sensibilidade do

equipamento. Assim, é possivel alcangar concentra¢fes mais baixas, fator que é fundamental nas
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analises de residuos em matrizes biologicas. O ion monitorado foi 0 m/z 195, caracteristico do

endosulfan (SILVA et al, 2007). A proposta de fragmentacéo é apresentada na Figura 2.

Figura 2. Proposta de fragmentacgéo para o endosulfan e estrutura do ion molecular selecionado
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As condicbes iniciais estabelecidas para a curva de calibracdo resultaram na equacéo de reta
y =0,438x - 0,0309 com coeficiente de determinacao (r?) 0,998.

Os limites de detec¢dao e quantificagdo obtidos pelo modo SIM foram, respectivamente, <
0,006 ppm e < 0,019 ppm. A analise qualitativa revelou que das oito amostras analisadas quatro
continham residuos de endosulfan; destas, trés foram quantificaveis, todas abaixo do limite de

ingestdo diaria aceitavel. Os resultados estdo apresentados na Figura 3.

Figura 3. Analise quantitativa de endosulfan residual encontrada nas amostras de alface da cidade de Jatai-GO.
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As concentracdes encontradas foram de: 0,007ug, 0,013ug e 0,018ug. Estas tiveram efeito de

toxicidade testado em Zebrafish . Os resultados estdo expostos nas Figuras 4 e 5 e tabela 1.
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Figura 4. Bioensaio de vivacidade do teste agudo (24h, 48h, 72h, 96h) de exposic¢do de endosulfan em Zebrafish nas
concentragdes de 0,007ug, 0,013ug e 0,018ug/Kg.
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A figura 4 mostra a % de vivacidade no teste agudo. Ao fim das 96h, nas concentracdes de
0,007ug, 0,013ug e 0,018ug/Kg havia 58%, 33% e 10% dos peixes vivos respectivamente. Para o
controle a porcentagem foi de 67. E possivel notar que, mesmo a concentracdo mais baixa testada

apresentou consideravel toxicidade. Os demais efeitos sdo expostos na tabela 1.

Tabela 1. Efeitos teratogénicos observados em Zebrafish para teste agudo com endosulfan.

Médi
bat?rilearlwtdoes % % Edema de % Edema saco % Deformagcdo do
. Ecloséo pericardio vitelino esqueleto
(bts/min)

Horas 72 96 72 | 96 72 96 72 96 72 96
Controle 100 110 90 | 100 20 12,5 10 0 0

0,007 106 99 33,3| 75 88,9 0 11,1 0 22,2

0,013 96 90 88,9 | 100 66,7 0 0 0 22,2

0,018 116 95 100 | 100 77,8 71,4 0 14,3 33,3 57,2

Outros trabalhos presentes na literatura descrevem efeitos tdxicos diversos do endosulfan e
derivados em Zebrafish (MUAZZAM et al, 2019; SARAVANAN et al 2019; STANLEY et al, 2009),
corroborando os efeitos teratogénicos observados. Cabe ressaltar, que o endosulfan tem efeito sobre
as enzimas que agem nos mecanismos de protecdo: superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT).
Estas enzimas controlam a formacdo de radicais livres, envolvidas na iniciagdo de reag0es em cadeia.
Assim, a inibicdo destas causam danos oxidativos e consequentemente danos ao DNA do Zebrafish
(SHAO et al, 2012).

A toxicidade ainda pode estar associada aos derivados gerados durante a metabolizagdo do
endosulfan. Lee e colaboradores (2019) identificaram 170 metabdlitos toxicos em Zebrafish exposto

ao sulfato de endosulfan. Nos bioensaios, as vias metabdlicas associadas a alguns destes compostos
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ativaram o ciclo do citrato e do metabolismo dos glicerolipideos, aumentando significativamente a
toxicidade oxidativa.
Na Figura 5 sdo exemplificados alguns dos efeitos teratogénicos observados no ensaio

bioldgico agudo de exposicao.

Figura 5. Efeitos teratogénicos observados no ensaio bioldgico agudo de exposicdo do endosulfan em Zebrafish . (A -
C) tratamento controle com desenvolvimento normal dos embrides de Zebrafish . (D - F) Tratamento na concentragdo de
0,007ug de endosulfan; (D) retardo na ecloséo que ocorre apés 24h; (E) *Edema de pericardio; (F) **Edema saco vitelino
e ***Deformacdo do esqueleto. (G - I) Tratamento na concentracdo de 0,013ug de endosulfan. (G) retardo na ecloséo;
(H) **Edema saco vitelino; (1) **Edema saco vitelino e tumor nos pulmdes (seta). (G - 1) Tratamento na concentragao
de 0,018ug de endosulfan; (J) retardo na ecloséo; (K) retardo na ecloséo e formacdo de tumor; (L) morte do embri&o.

Controle Controle Controle
48h 72h 96h
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4 CONCLUSAO

O método de extracdo liquido-liquido e quantificacdo por CG-EM mostraram-se eficientes,
sendo possivel estabelecer LD e LQ baixos. A partir das observagdes dos resultados de toxicidade
em embrides de Zebrafish é concludente que, apesar dessas concentragdes serem consideradas abaixo
do indice de ingestdo diario, causam danos no desenvolvimento embrionario tais como: edemas de
pericardio e saco vitelino, deformacdo no esqueleto e retardo na eclosdo. Houve elevada taxa de
mortalidade causada pela intoxicacdo do endosulfan entre os periodos de 72 a 96 horas. A
preocupacdo com a toxicidade dos produtos fitossanitarios originou uma estrita regulamentacéo para
proteger consumidores, meio ambiente e os aplicadores des produtos. Assim, estudos nesta linha séo
essenciais para proteger a saude humana e apoiar a conformidade e aplicagéo de leis e regulamentacéo

realacionadas a seguranca alimentar.
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