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Resumo

A agricultura sustentavel prioriza o uso racional da terra e da biota. Para tanto, ¢ necessaria a compreensao
da interacdo entre os insumos agricolas e os ecossistemas. Porém, ha caréncia de métodos de facil acesso para
a verificagdo de contaminagdo ambiental por muitos desses produtos, como os agrotoxicos e de suas misturas.
A aplicagdo de métodos alternativos no monitoramento de areas degradadas pode gerar vantagens economicas
quando comparados a implementag@o de protocolos de analise que utilizam métodos de alto custo que demandam
maior tempo de analise. Uma vez que a saide ambiental pode ser avaliada por meio de estudos com indicadores
biologicos, a abordagem aqui apresentada objetiva discutir alguns aspectos a respeito do monitoramento de risco
ambiental com organismos ndo-alvo sentinela, focando parametros bioquimicos. Tais parametros evidenciariam
que o agrotoxico penetrou no organismo e ocasionou uma resposta a um efeito de acordo com a dose ou o tempo
de exposicdo. Esses parametros poderao ser utilizados como indicadores bioldgicos bioquimicos em programas
de monitoramento ambiental devido a identificagdo precoce de alteragdes. Os resultados obtidos de seu uso
poderao ser utilizados para subsidiar politicas relacionadas ao gerenciamento de riscos ambientais.

Palavras-chave: Agrotoxicos, Arvore de decisdo, Enzimas, Indicadores bioldgicos, Monitoramento
ambiental

Abstract

Conceptual study proposal for the integration and management of biochemical markers of
environmental contamination use. Sustainable agriculture prioritizes the rational use of land and biota.
For this, there is a need for understanding the interaction between the agriculture inputs and the ecosystems.
However, there is a lack of easy access methods for verifying environmental contamination due to many of these
products, such as pesticides and their mixtures. The application of alternative methods for monitoring degraded
areas can generate economic advantages when compared to the implementation of protocols for analysis using
high cost methods which demand a longer analysis time. Since environmental health can be accessed through
studies using biomarkers, the approach presented here aims to discuss some aspects on the environmental risk
monitoring with sentinel non-target organisms, focusing on biochemical parameters. Such parameters showed
that the pesticide penetrated into the body and caused a response according to the dose or time of exposition.
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These parameters shall be used as biochemical biomarkers in programs for environmental monitoring because of
the early identification of changes. The results obtained through its use shall be used to support policies related

to environmental risks management.

Key words: Biomarker, Decision tree, Environmental monitoring, Enzymes, Pesticides

Introducao

A contamina¢do ambiental originada por
agrotoxicos, que pode decorrer de sistemas intensivos
agricolas, pode causar efeitos negativos aos recursos
naturais, a saude humana, além de trazer problemas
para a exploragdo agricola. Este fato leva a preocupagio
quanto ao seu impacto nas populacdes e na qualidade
ambiental (ARAUJO et al., 2007; ECKERMAN et al.,
2007). Os riscos devido as perturbagdes ambientais sao
de dificil predi¢do devido a complexidade das interagdes
e variabilidade dos ecossistemas e seus organismos,
sendo necessaria a compreensdo da interacao entre os
insumos agricolas como os agrotoxicos e os ecossistemas
para assegurar o uso sustentavel destes compostos no
ambiente.

Nesse contexto, a aplicagdo de métodos alternativos
de monitoramento dos efeitos negativos dos insumos
externos em areas afetadas pode gerar vantagens
econdmicas quando comparados a aplicagdo de
protocolos tradicionais de analise que utilizam reagentes
e equipamentos de alto custo e de maior tempo de
analise. Os métodos analiticos tradicionais capazes de
avaliar agrotoxicos em agua sao realizados por técnicas
cromatograficas como cromatografia gasosa (CG),
CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) ou
espectotrometria de massa. No entanto, esses métodos de
analise exigem mao-de-obra especializada e apresentam
alto custo operacional, o que torna inviavel sua aplicagdo
em larga escala. Além disso, a poluicdo ambiental
associada ao uso de pesticidas ¢ especialmente dificil de
ser avaliada, pois os eventos de contaminacao obedecem
a uma dinamica espacialmente difusa e temporalmente
variavel (ARIAS et al., 2007).

As misturas de agrotoxicos podem decorrer do
uso concomitante de diferentes ingredientes ativos em
formulagdes comerciais e em decorréncia das respectivas
persisténcias nos compartimentos ambientais. De fato,
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apesar de misturas em tanques estarem proibidas por
lei; a ocorréncia cada vez mais precoce de doengas
fingicas nas lavouras, atingindo diferentes estadios
vegetativos das plantas, tem suscitado o uso de misturas
de fungicidas que tenham apresenta¢do comercial para
varias culturas, e que contenham ingredientes ativos
como grupos triazois (ciproconazol, epoxiconazol e
tebuconazol) e derivados de estrobilurinas (BARROS
et al., 2005; REIS FILHO et al., 2007).

A identificacdo dos fatores que levam a ocorréncia
de efeitos toxicoldgicos significativos devido a exposicao
de organismos as misturas de agrotoxicos devera
fornecer um retrato mais detalhado antes da realizacdo de
avaliagOes de risco que possam ser aplicadas a misturas
(ARNOLD; PRICE, 2007). Nesse sentido, ¢ importante a
determinacdo de concentragdes de misturas que causem
efeitos ndo desejaveis em espécies nao-alvo (CORY-
SLECHTA, 2005; NEEDHAM et al., 2005; COSTA
et al., 2009) (Concentragdo de Efeito Nao Observado
— CENO).

A toxicidade das misturas de agrotdxicos ou
outros compostos nem sempre ¢ resultante da soma das
atividades toxicas dos compostos (JIN-CLARK et al.,
2002; DENTON et al., 2003). Assim, os agrotoéxicos
podem ter acdo conjunta capaz de provocar efeitos
toxicos maiores ou menores nos organismos do
que seria esperado a partir do conhecimento sobre
os compostos isolados. Um dos pontos principais
a considerar é se havera ou ndo intera¢do e caso
houver se ela ocorrerd na forma de um sinergismo ou
antagonismo (POHL; ABADIN, 2008; REFFSTRUP
etal., 2010). Possiveis interagdes entre os compostos
podem ocorrer na fase cinética (absorgao, distribuicao,
metaboliza¢do ¢ excre¢do) ou na fase dindmica
(efeitos do composto no receptor, alvo celular, etc.)
(GROTEN et al., 2004).

De forma geral, os modelos usados atualmente
para o estudo do efeito de misturas de agrotoxicos se
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baseiam na analise da resposta do organismo a diferentes
doses de exposi¢do ¢ lancam mao de abordagens
estatisticas de estimagdo (ANDERSEN; DENNISON,
2004; CORY-SLECHTA, 2005; EL-MASRI, 2007).
Varias abordagens tém sido sugeridas nos estudos
cientificos publicados em relagdo a avaliagdo dos
riscos a saude decorrentes da exposi¢do a misturas de
produtos quimicos, embora ndo exista um procedimento
internacionalmente aceito (POUNDS et al., 2004; EL-
MASRI, 2007; ANDERSEN et al., 2009; BALDWIN;
ROLING, 2009; REFFSTRUP et al., 2010). A escolha
do método para o estudo da interagdo depende do efeito
toxico, dos dados disponiveis a respeito da toxicidade da
mistura ou de seus compostos além dos dados a respeito
da exposicao aos compostos.

Em geral, na avaliagdo do risco de misturas, ¢
identificado um grupo de compostos para estudo que
possuem estrutura quimica semelhante ou induzem
um determinado efeito por um mecanismo comum de
toxicidade como a atuagdo em um mesmo alvo molecular
ou a formac¢ao de um intermedidrio téxico em comum
(USEPA, 2002). Contudo, o foco da pesquisa em um
grupo de compostos com a mesma estrutura ou 0 mesmo
mecanismo de acdo tem sido questionado por alguns
autores (CORY-SLECHTA, 2005; CEDERGREEN et
al., 2008).

Alguns métodos podem ser utilizados para as
misturas de compostos que sdo toxicologicamente
semelhantes: o método do indice de risco (hazard index
method — HI) (GUTIERREZ et al., 2008), o método do
fator de poténcia relativa (relative potency factor method
— RPF) (SMIALOWICZ et al., 2008) ¢ o método do
fator de equivaléncia de toxicidade (foxicity equivalency
factor method — TEF) (TOYOSHIBA et al., 2004).

Em ecotoxicologia, hd uma preocupagao crescente
a respeito da falta de precisdo dos métodos atualmente
empregados e da inclusdo destes estudos na avaliagao
da qualidade da 4gua (TEUSCHLER, 2007; BELLAS,
2008; CHEVRE et al., 2008; GUTIERREZ et al., 2008).
A aplicagdo de algumas metodologias como o célculo da
concentragao fracionaria inibitoria (Fractional Inhibitory
Concentration— FIC) (LIRA et al., 2001) permite estudar
e classificar o tipo de interacdo entre os poluentes.
Contudo, alguns problemas dificultam a avaliagdo dos
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possiveis efeitos que as misturas possam produzir como
0 pequeno conhecimento relativo sobre a magnitude,
duragdo, frequéncia e tempo de exposicdo cumulativa
ambiental, bem como a compreensdo insuficiente
sobre os mecanismos interativos de toxicidade entre
os componentes da mistura. Nesse sentido, ha poucas
evidéncias disponiveis sobre a mistura e seus efeitos
relacionados em niveis de exposi¢ao reais (MASON et
al., 2007).

Nos ultimos anos, modelos matematicos que
levam em consideragdo pardametros associados a
estrutura quimica dos compostos da mistura tém sido
aperfeicoados a fim de predizer a interagdo esperada.
Assim, estudos sobre a relacdo quantitativa da
estrutura-atividade (Quantitative Structure-Activity
Relationship — QSAR), onde as estruturas moleculares
sdo correlacionadas a efeitos biologicos conhecidos,
fazem parte de uma estratégia para diagnosticar a a¢ao
conjunta de agentes quimicos ainda ndao experimentados
in vivo ou para suportar a escolha e priorizacdo dos
compostos que deverdo ser submetidos a novos testes
toxicologicos (PERY et al., 2010).

Alguns modelos foram propostos considerando
propriedades da molécula como o coeficiente de particao
octanol/agua (Kow) (BAAS etal., 2009; LU et al., 2009)
e parametros moleculares como volume molar (Vm)
entre outros (ZHANG et al., 2007; WANG et al., 2008)
além da presenga de produtos resultantes de processo
de biotransformacdo, quando estes podem produzir
efeitos adversos e contribuir para o risco estimado total
(NEUWOEHNER et al., 2010).

Desta forma, verifica-se que a avaliagdo de riscos
cumulativos depende do desenvolvimento de métodos
e procedimentos que relacionem os dados de exposi¢ao
aos de efeito através de indicadores a fim de caracterizar
os riscos a saude ambiental com um grau aceitavel de
precisao (SEXTON; HATTIS, 2007). Assim, o objetivo
do presente trabalho ¢ formular uma proposta conceitual
para o estudo das respostas dos indicadores bioquimicos
decorrentes da exposi¢do de organismos a misturas de
agrotoxicos no ambiente. A proposta visa a integragao
e ao gerenciamento dos dados obtidos com o uso destes
indicadores.
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A seguir, sdo abordadas questdes relativas a
importancia do estudo e do uso de indicadores biologicos
para a avaliag@o da toxicidade na area de estudo, e sdo
apresentadas as fases sequenciais da proposta elaborada.

Indicadores biolégicos

Alguns autores distinguem os conceitos de
biomarcador e bioindicador. Segundo Nascimento
et al. (2006), os biomarcadores sdo definidos como
respostas biologicas adaptativas a agentes estressores,
evidenciadas como alteragdes bioquimicas, celulares,
histologicas, fisioldogicas ou comportamentais. O
biomarcador compreende entdo toda substancia ou seu
produto de biotransformacdo ou qualquer alteracao
bioquimica precoce cuja determinacdo nos fluidos
bioldgicos, tecidos ou ar exalado estabeleca a relagdo
entre a exposi¢do e o efeito toxico refletida em alteragdes
pré-clinicas e agravos a saude ou ainda através do
entendimento dos mecanismos relacionados a agdo
toxica e o grau de resposta nos individuos (AMORIM,
2003). Por sua vez, os bioindicadores sao considerados
como organismos ou comunidades que respondem a
poluicao ambiental, alterando suas fungdes vitais e/
ou sua composi¢do quimica e com isso tornam-se
ferramentas uteis na avaliagdo da situa¢ao ambiental de
uma dada area (WU et al., 2010).

A sensibilidade de um organismo a um poluente
pode variar. Um nivel seguro para uma espécie de
peixe pode nao o ser para outra espécie que faz parte da
mesma comunidade biologica. A sensibilidade de um
organismo frente a qualidade de seu ambiente depende
nao somente do fator a ser monitorado, mas também
do nivel nutricional, idade do organismo, sexo, fase de
desenvolvimento, caracteristicas genéticas, competi¢ao
entre individuos ou espécies, etc., além de fatores
ambientais como luminosidade e temperatura. Assim,
por exemplo, para a detec¢do de despejos toxicos no
ambiente, as amostras devem ser coletadas em varios
pontos localizados a montante do ponto de despejo,
preferencialmente além da area de mistura e a jusante
do ponto de descarte. Cuidados devem ser tomados para
incluir uma area controle e uma area de recuperagao,
assim como varias estacdes intermedidrias respeitando
o gradiente de poluicao. A padronizagdo dos organismos
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bioindicadores é por isso um fator de fundamental
importancia em programas de monitoramento. Para
a escolha do organismo-teste geralmente usam-se os
seguintes critérios de selecdo de espécies: abundancia
e disponibilidade; significativa representacao ecoldgica
dentro das biocenoses; cosmopolitismo da espécie;
conhecimento da sua biologia, fisiologia e habitos
alimentares; estabilidade genética e uniformidade de suas
populagdes; baixo indice de sazonalidade; sensibilidade
constante e apurada; importancia comercial; facilidade
de cultivo em laboratorio e, se possivel, a espécie
deve ser nativa para a melhor representatividade
dos ecossistemas. Considerando-se a dificuldade em
encontrar uma espécie com todas estas caracteristicas,
existem muitas espécies padronizadas que podem ser
utilizadas, sendo extremamente importante a realizacdo
de bioensaios com espécies representativas do ambiente
de estudo, pois respondem melhor as condigdes
encontradas nos ambientes naturais onde vivem. Varias
espécies vém sendo empregadas internacionalmente
em testes de toxicidade em ensaios laboratoriais,
sendo que dentre os principais grupos de organismos
destacam-se: microalgas, microcrustaceos, poliquetas,
oligoquetas, peixes e bactérias, representando os mais
diversos ecossistemas e niveis troficos. No entanto, ndo
existe uma Unica espécie de organismo que represente
integralmente os efeitos causados em um determinado
ecossistema. E necessario, portanto, desenvolver
estudos no sentido de investigar o potencial de uso de
espécies nativas no biomonitoramento ecotoxicolégico
(MAGALHAES; FERRAO, 2008).

Outros autores por sua vez compreendem que
ao nivel de organizagdo bioldgica do organismo, as
ferramentas de analise sao chamadas de bioindicadores.
Bioindicadores s3o entdo definidos como qualquer
resposta a um contaminante ambiental ao nivel
individual, medidos no organismo ou matriz biologica,
indicando um desvio do status normal que nao pode ser
detectado no organismo intacto. Ou seja, sdo medidas de
fluidos corporais, células, tecidos ou medidas realizadas
sobre o organismo completo que indicam, em termos
bioquimicos, celulares, fisiologicos, compartimentais
ou energéticos, a presenga de substancias contaminantes
ou a magnitude da resposta do organismo alvo. Um
indicador bioldgico pode ser entdo entendido como
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uma mudanca na resposta bioldgica variando desde uma
alteragdo molecular, celular ou comportamental, que
possa ser relacionada a exposi¢@o a contaminantes como
0 agrotoxico e a uma resposta do organismo indicando
um desvio de seus pardmetros normais em condi¢des
habituais (ARIAS et al., 2007). Estes efeitos podem
preceder outros e servem como alerta para a ocorréncia
de efeitos em longo prazo (LAMA; GRAY, 2003).

Apesar dos efeitos bioloégicos e bioquimicos
poderem vincular a biodisponibilidade dos compostos
de interesse com a sua concentragdo em Orgaos-alvo e
toxicidade intrinseca, as limitagdes do biomonitoramento,
como os fatores que ndo estdo relacionados com a
polui¢do; devem ser cuidadosamente considerados na
interpretagcdo dos dados (VAN DER OOST et al., 2003)
ja que algumas caracteristicas biologicas geralmente
respondem a diferentes estressores e, portanto ndo
sdo susceptiveis de discriminar os efeitos de multiplos
estressores (LIESS et al., 2008). Para tanto, é necessario
conhecer as condi¢des de exposi¢do no ambiente e
melhorar a compreensdo da toxicocinética da mistura
total e seus componentes, além de caracteristicas das
espécies em estudo (MUMTAZ et al., 2007; RICE et
al., 2008; GOMEZ-EYLES et al., 2009). Apesar disso,
em uma investigacgdo inicial de monitoramento quando
€ necessario estabelecer os pontos onde sera feito um
estudo mais criterioso; pode-se utilizar uma abordagem
generalista, mas util como a indugdo de proteinas de
estresse como heat shock proteins (HSP) que incluem
um grande numero de isoformas (e.g. — HSP70) e
que representam resposta ndo especifica a poluigao
(NASCIMENTO et al., 2006).

Propostadeabordagemconceitualpara
o estudo de efeitos ecotoxicolégicos
decorrentes de misturas

Alguns ecossistemas podem apresentar-se
difusamente poluidos por misturas de contaminantes.
Esta situacdo ndo tem consequéncias claras,
especialmente quando os gestores ndo possuirem meios
de determinar se as condi¢des encontradas nos sistemas
de agua podem ser consideradas ecologicamente
adequadas. Como entdo identificar com praticidade e
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precisdo, a existéncia de riscos ao meio ambiente de
forma a facilitar a interpretagdo dos problemas para
uma tomada de decisdo efetiva e eficaz no processo
de avaliagdo do risco de intoxicagdo ambiental das
misturas de agrotoxicos?

Aintegracdo de dados passiveis de serem coletados
em diferentes aspectos como a composi¢ao da mistura
de compostos ¢ a sensibilidade das espécies locais
podem subsidiar as agdes de prote¢do as populagdes
de diferentes organismos expostas aos agrotoxicos.
As informacdes referentes a um determinado sitio
podem ser usadas em conjunto com outras baseadas
em conhecimento de ecologia a fim de avaliar e em
consequéncia promover a gestdo da poluicao que se
apresenta de forma difusa no ambiente (POSTHUMA et
al., 2008). Alguns trabalhos propdem estudos em fases
sequenciais na dependéncia dos dados disponiveis, nas
caracteristicas dos compostos estudados e dos métodos
disponiveis (TEUSCHLER, 2007; WHO, 2009;
REFFSTRUP et al., 2010). Nesse sentido, ¢ interessante
testar inicialmente as possiveis misturas em laboratorio
e posteriormente em estudos de biomonitoramento que
podem ocorrer em diferentes ambientes (MATTSSON,
2007). Com os dados de biomonitoramento sera
possivel estabelecer e verificar as relacdes entre a
exposi¢do aos compostos e a ocorréncia de mudangas
rapidas nas respostas dos marcadores bioquimicos que
funcionariam como marcadores preditivos de curto
prazo para efeitos adversos em longo prazo (VAN DER
OOST et al., 2003).

Uma vez que atualmente, o objetivo dos
estudos relacionados a avaliacdo dos impactos
em areas agriculturaveis é o desenvolvimento e
aperfeicoamento de metodologias e ferramentas que
permitam determinar de forma realista a condigdo
ambiental (ARIAS et al., 2007); este trabalho propde
uma abordagem em fases sequenciais de avaliagao
de locais potencialmente contaminados por misturas
de agrotoxicos por meio de indicadores bioldgicos, a
qual pode contribuir para aprimorar o gerenciamento
e a implementagdo de politicas e decisdes gerenciais
para os ecossistemas. Na sequéncia, sdo apresentadas
as fases do estudo.
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Fase | — Estabelecimento do padrdao qualitativo
e quantitativo do indicador enzimatico
frente a agrotéxicos em comparagao a
resposta dos organismos sentinela em
condi¢des nao poluidas de agua

Na avaliacdo das alteracdes de um ecossistema, faz-
se necessario o conhecimento das oscila¢des em situagao
de normalidade dos parametros a serem analisados em
organismos que representam os alvos dos mecanismos de
toxicidade. Assim, ¢ necessario padronizar inicialmente
os parametros normais de atividade enzimatica de varios
organismos sentinela em diferentes niveis troficos e
posteriormente mensurar respostas biologicas através de
curvas dose-resposta em ensaios laboratoriais voltadas
a defini¢@o de concentragdo para os efeitos observados.

Nesta fase sdo identificadas e definidas as
enzimas de interesse nos organismos sentinela.
Idealmente, as enzimas selecionadas como indicadores
ambientais (VAN DER OOST et al., 2003) devem
possuir as seguintes caracteristicas: quantificagao
facilmente realizavel com qualidade e o menor custo
possivel, resposta sensivel a exposi¢do ao agrotoxico,
possuir padrao de comportamento definido referente a
variabilidade natural dentro da espécie avaliada em um
determinado nivel trofico, tempo e dose de exposigdo ao
poluente bem como possuir significancia toxicoldgica
entre a sua resposta e o impacto no organismo. Dados
de literatura mostram a importancia do uso de multi-
indicadores em peixes na avaliagdo do impacto da
poluicdo em rios (LINDE-ARIAS et al., 2008).

As enzimas a serem estudadas serdo definidas
inicialmente com base em dados bibliograficos e testes
preliminares da atividade enzimatica frente a varios
produtos elencados com base na frequéncia de uso e
toxicidade. Assim, sdo citadas as enzimas envolvidas
no estresse oxidativo que vem sendo bastante estudadas
(LUSHCHAK, 2011). A alteracdo da atividade das
enzimas em testes in vitro ou extraidas de organismos
expostos a poluentes quimicos de diversas origens, tem
sido alvo de estudo na andlise de risco e monitoramento
de areas degradadas (REISFELD; YANG, 2004; WANG;
FOWLER, 2008) ja que as respostas moleculares e
bioquimicas ocorrem rapidamente (ARIAS et al., 2007).
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Os estudos dos marcadores bioquimicos podem
entdo fornecer informagdes Uteis sobre os mecanismos
de acdo e os efeitos decorrentes da interagdo entre os
organismos e as misturas de agrotoxicos presentes no
ambiente, que sdo de grande valor para as praticas de
avaliacdo de risco (WANG; FOWLER, 2008).

Uma grande importancia tem sido dada aos
efeitos sobre enzimas envolvidas no processo de
biotransformacao, tanto em sua fase I como na fase
II. A fase I compreende um conjunto de reacdes
de oxidacdo, reducdo e hidrolise. Essas reacdes,
geralmente, modificam a estrutura quimica da substancia
resultando em aumento de hidrofilicidade. As reagdes
de biotransformacdo de fase II, também chamadas
de reagdes de conjugagdo, incluem glicuronidagao,
sulfonacdo, acetilagdo, metilacdo, conjugacdo com
glutationa e com aminodcidos. Na maioria das reacdes de
conjugagdo formam-se compostos altamente polarizados
e hidrossoltveis que sdo excretados pelos rins.

Entre as primeiras, associadas as atividades do
citocromo P450 e de monoxigenases de funcdo mista,
tém sido avaliadas a etoxiresorufina-o-de-etilase
(EROD) e benzopireno monoxigenases (FENET et al.,
1998; RAMLIJAK etal., 2000; RUUS et al., 2002). Com
relacdo as enzimas de conjugacao na fase 1, a glutationa—
S-transferase (GST) e a UDP-glucuronosiltransferase
(UDPGT) tém sido também bastante estudadas em
peixes expostos em condi¢des de laboratorio e naqueles
coletados de areas impactadas (TAYSSE et al. 1998;
JONSSON et al., 2002; TARJA et al., 2003).

Apesar dos estudos referentes a fase | serem
abundantes, ainda sdo menos numerosos os estudos a
respeito da interferéncia quanto a possivel interagdo
de misturas de compostos na fase II (ANAND;
MEHENDALE, 2004). Também as inibi¢des das
atividades da acetilcolinesterase e delta-aminolevulino-
de-hidratase vém sendo investigadas em peixes e outros
organismos (JIN-CLARK et al., 2002; DENTON et
al., 2003). A selec@o do indicador bioldgico devera
também considerar diversas questdes como a existéncia
de regulamentagdes, a escala de paisagem, os produtos
recomendados ¢ os utilizados (doses, método e
frequéncia de aplicagdo).
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Fase Il — Padronizacdo e validacdo da meto-
dologia para a quantificacdo dos
indicadores enzimaticos selecionados
visando o entendimento de sua relacao
exposicao-resposta

Neste item, sao estabelecidas as caracteristicas para
a verificacdo da adequacao dos indicadores enzimaticos
selecionados no que diz respeito a especificidade e
ao significado das alteracdes observadas e a revisdo
dos procedimentos analiticos para a quantificagdo do
indicador e suas limitagdes. Para tanto, os indicadores
devem ter seu método de quantificagdo validado. No caso
de indicadores enzimaticos, ¢ construida a curva padrao
para estudar a relagdo entre a exposicdo a diferentes
concentragdes do agrotdxico e sdo estabelecidos os
parametros experimentais e a otimiza¢ao do método com a
quantificagdo de limites. Devem ser estabelecidos limites
de induc¢do/inibicdo da atividade dos biomarcadores
bioquimicos (enzimas) em organismos sentinela de
compartimentos de agua com alta correlagdo com os
niveis de polui¢ao observados.

Fase lll — Biomonitoramento dos indicadores a
fim de detectar a extensao e a natureza
da exposicdo a que o organismo esta
exposto

Nesta Fase ¢ estudada a varia¢ao de resposta entre
as populacdes de organismos expostas e ndo-expostas
aos agentes estressores em estudos de biomonitoramento
considerando as possiveis interferéncias no meio
ambiente. O biomonitoramento consiste em uma
apreciacdo integrada de diferentes respostas induzidas
pelo estresse do organismo, que tenta, em conjunto
com outros parametros ambientais, produzir um retrato
da situagdo de poluicdo visando a protecao da satde
ecologica. Porém, os dados que incluem os efeitos
observados no campo, devem considerar fatores
relacionados ao ambiente e aos organismos em estudo
(ARNOT et al., 2011) j& que nem sempre podem ser
vinculados a um estressor especifico € o conhecimento
dos efeitos pelo stress na biota desencadeado pelos
contaminantes muitas vezes ainda ¢ insuficiente
(STIONTOROU; BATZIAS, 2011).
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Em vista disso, as observagdes ¢ dados obtidos
podem ser efetivamente transformados em conhecimento
em trés passos: (i) as observagoes e medicoes, verificadas
de acordo com normas aprovadas, transformam-se em
dados, ii) os dados, devidamente selecionados, testados
e relacionados as areas em estudo tornam-se informagao;
(iii) as informagdes, organizadas e interpretadas ou
aplicadas as areas de interesse, se tornam conhecimento.

O conhecimento, se assimilado, apreciado e
enriquecido de modo que seja compreendido, aferido
e integrado leva ao entendimento. Por sua vez, este
conhecimento colocado em perspectiva e analisado sob
certos valores leva as politicas ambientais eficientes e
relevantes que perdem o seu carater local e se tornam
uma referéncia ou um padrdo para casos analogos. As
ferramentas de gerenciamento sdo consequentemente
indispensaveis para transformar os resultados do
biomonitoramento em avaliagdo de risco (SIONTOROU;
BATZIAS, 2011).

Fase IV — Gerenciamento da informacéao obtida

Uma vez que os perigos foram identificados
deve-se estabelecer se ha necessidade de controle e que
medidas sdo necessarias para cada ponto de controle.
O critério para aceitabilidade de risco vai depender das
caracteristicas de cada caso em questdo e deve ser aberto
a constantes revisoes a fim de permitir a incorporagao
de novos achados.

Alguns obstaculos ainda precisam ser superados
antes que os métodos enzimaticos sejam utilizados em
uma base ampla, mas estes métodos podem permitir uma
avaliagcdo mais rapida da problematica da contaminagao
ambiental. Assim, por exemplo, deve ser ainda
discutida a forma como o limite de deteccao atingido
pelas avaliagdes enzimaticas se correlaciona com os
limites aceitaveis da legislacdo em vigor (VAN DYK;
PLETSCHKE, 2011).

Por sua vez, a aceitabilidade do risco ndo é um
conceito universal. Ha dificuldade na determinacdo do
valor do risco aceitavel e na definigdo das premissas
e conceitos associados que acabam por resultar no
debate de questdes éticas, sociais, politicas e culturais
que afetam o julgamento do risco (GREIG-SMITH,
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1992). Além destes, ha aqueles fatores inerentes ao
método de avaliacdo de risco como, por exemplo, o
estabelecimento do peso de cada evidéncia que pode
ser um teste laboratorial, multiplas estimativas de um
parametro ou um estudo a campo.

Dentro de cada nivel de interag@o entre os compostos,
desde aqueles envolvidos nos processos da exposi¢ao
ambiental, da toxicocinética e da toxicodinamica;
podem ser usadas avaliagdes experimentais além de
abordagens computacionais para investigar os efeitos
de uma mistura de compostos. O papel fundamental de
importantes enzimas de desintoxicagdo, como a familia
citocromo P450 (CYPs), glutationa-S-transferases, e
metaloproteinas, tornam as mesmas candidatas a estes
estudos (SPURGEON et al., 2010).

Na constru¢do de um modelo que envolve
multiplas hipoteses, a abordagem mais util € criar um
modelo conceitual que combine os dados selecionados
individuais a priori em uma nova estrutura causal (SUTER
II; CORMIER, 2011). Todavia, uma vez que a cadeia de
informagao depende da consisténcia entre as pesquisas, a
comparabilidade dos dados e a sua acessibilidade devem
ser melhoradas para gerar informagdes mais abrangentes
sobre a dindmica espacial e temporal da exposigdo. Isso
requer algum tipo de normalizacdo/harmonizagdo que
reforgaria as correlagdes observadas entre os efeitos
da exposicdo e da saude, que em ultima instancia pode
apontar para possiveis relagdes causais (SIONTOROU;
BATZIAS, 2011).

Atualmente, a capacidade dos sistemas de
computacdo em gerar e armazenar dados é muito grande
em relacdo a capacidade de analise destes dados na
avaliagdo da qualidade de agua (CHAU, 2006). Um
sistema de informagdo pode ser consequentemente
criado de modo a coletar, armazenar ¢ compartilhar
a informagdo além de auxiliar na tomada de decisdo
(SOUZA et al., 2010).

Assim, por exemplo, Liao e Sun (2010) estudaram
a qualidade da agua baseada em um modelo de arvore
de decisdo. Também, Siontorou e Batzias (2011)
construiram uma ferramenta gerencial usando logica
Fuzzy aplicada a arvore de decis@o; permitindo a
incorporacdo de algum tipo de categorizagdo a priori
nas cadeias causais da estrutura hierarquizada. Em vista
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disso, como parte da proposta, pode ser construida uma
arvore de decisao que ¢ um diagrama que descreve
as interacdes chaves entre as decisdes ¢ os eventos
probabilisticos associados.

As arvores consistem de nds de decisdo e incerteza
que representam os atributos e os valores possiveis
para estes atributos onde um problema complexo
¢ decomposto em sub-problemas mais simples
(REFFSTRUP et al., 2010; STEWART; PURUCKER,
2011). A arvore pode ser estruturada por dedug@o tanto de
cima para baixo (envolvendo a identificagdo dos eventos
ou série de eventos que contribuem diretamente para
o evento de topo como presenga de contaminagao, as
causas imediatas desses eventos e assim por diante, até
que as causas finais sejam identificadas) quanto de baixo
para cima (considerando os eventos iniciais, as respostas
imediatas a esses eventos até que o evento final — risco
de contaminacdo — seja determinado).

A arvore de decisdo sera entdo baseada
principalmente em alguns critérios relativos as condi¢des
relacionadas as praticas de manejo e uso de agrotdxicos da
area avaliada além dos dados obtidos para os indicadores
quanto a exposi¢ao aos compostos presentes na mistura.
Assim, para a inclusdo dos indicadores bioquimicos
selecionados, ha necessidade de avaliagdo dos mesmos
quanto ao seu nivel de criticidade/importancia, ou seja,
a sequéncia na qual formam os nos da arvore de decisao
de acordo com regras de classificacdo.

A criticidade (baixa, média e alta) pode ser
estabelecida pela resposta dos diversos indicadores nas
Fases II e III testados em pontos onde ¢ potencialmente
necessario prevenir, eliminar ou reduzir um perigo dentro
de limites aceitaveis. Porém, para que as conclusdes
obtidas sejam representativas da realidade do local
estudado, deve-se ter o maior cuidado possivel na
escolha dos critérios de desempenho dos indicadores,
no processamento dos dados disponiveis, na selecdo dos
dados para alimentar o modelo e na sua arquitetura, na
otimizagdo e na valida¢do do modelo (MAIER; DANDY,
2000). Portanto, a sequéncia de passos avaliados com
a arvore de decisdo dependera do estado da arte da
metodologia de avaliacao de risco e das caracteristicas
de cada caso em estudo.
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A partir dos resultados € possivel concluir que
a capacidade para coletar e utilizar os dados obtidos
para o processo decisorio e para a gestdo e formulacio
de politicas deve se refletir na ocorréncia de efeitos de
natureza: i.econdmica - utilizar metodologias de menor
custo, ii. social - aumentar a responsabilidade social e,
iii. politica — promover a melhoria de possiveis praticas
deficientes. Nesse sentido, ¢ importante uma politica
para a melhoria continua dos laboratérios que fazem
estes ensaios ecotoxicologicos visando a uma avaliagao
mais ampla e completa do impacto de agrotoxicos em
diferentes niveis troficos.

Os resultados obtidos com a abordagem proposta
poderdao fornecer dados ecotoxicoldgicos objetivos
e atualmente escassos a respeito das descargas
antropogénicas de origem agricola no ambiente. A esse
respeito, algumas enzimas como acetilcolinesterase tém
sido investigadas quanto a sua capacidade de detecgao
de pesticidas em agua e outras matrizes, tais como
solo. Estas enzimas tém sido inclusive incorporadas
a biossensores para esta finalidade (VAN DYK;
PLETSCHKE, 2011).

Alguns estudos tém sido realizados para a
determinac¢do da atividade enzimatica frente a diferentes
concentragdes de poluentes em organismos de diferentes
niveis tréficos como microcrustaceos (JONSSON;
AOYAMA, 2007; 2009) e peixes (JONSSON et al.,
2002). Contudo, ainda faltam estudos em condi¢des
ambientais reais.

Desta forma, espera-se que as agdes geradas pelos
resultados obtidos dos indicadores bioldgicos sejam
direcionadas a producdo e compilacdo de um conjunto
de dados por essa proposta que servira para auxiliar a
analise dos possiveis impactos ocasionados por esses
produtos junto aos orgaos reguladores.
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