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Avaliacao do efeito citotéxico e mutagénico do Gramocil® em células
de mamiferos e de anfibios

Evaluation of the cytotoxic and mutagenic effect of Gramocil® in
mammalian and amphibian cells

Kayani Dal Pra Rosa', Anna Karolina Gomes Oliveira?, Patricia Aline Bressiani?,
Elisangela Dusman®, Eduardo Michel Vieira Gomes?®

RESUMO
Os pesticidas sdo amplamente utilizados nas praticas agricolas atuais. O Paraquat € um herbicida utilizado

para combater as ervas daninhas, entretanto, teve seu uso proibido em diversos paises devido a sua extrema
toxicidade para a sadude humana. Assim, o objetivo deste trabalho foi utilizar a linhagem de células de figado
humano (HuH7.5) e os girinos de ra touro (Lithobates catesbeianus) para avaliar a citotoxicidade e a
mutagenicidade do agroquimico Paraquat (Gramocil®), através do teste do MTT (por 24, 48 e 72 horas) e do
teste do micronucleo (14 dias de exposigao). Foram avaliadas as concentragdes de 0,005%, 0,01% e 0,025%
de Gramocil® diluidas em agua destilada estéril. Os resultados do teste do MTT com as células HuH7.5
mostraram baixa viabilidade celular em todas as concentragdes (0,01%, 0,025% e 0,05%) e tempos (24h, 48h
e 72h), sendo citotdxico para as células humanas avaliadas. Para os girinos foi observada mortalidade de
100% dos organismos apoés 72 horas de exposicédo as diferentes concentragdes do agroquimico. Os dados
sugerem que o Gramocil® possui um alto potencial de contaminagdo ambiental com capacidade de afetar a
biodiversidade aquatica.
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ABSTRACT
Pesticides are widely used in today's agricultural practices. Paraquat is a herbicide used to combat organic

weeds, however, its use has been banned in several countries due to its extreme toxicity to human health.
Then, the objective of this work was to use a cell line from human liver (HuH7.5) and bullfrog tadpoles
(Lithobates catesbeianus) to evaluate the cytotoxicity and mutagenicity of the agrochemical Paraquat
(Gramocil®), through the MTT test (by 24, 48 and 72 hours) and the micronucleus test (14 days of exposure).
Concentrations of 0.005%, 0.01% and 0.025% of Gramocil® diluted in sterile distilled water were evaluated.
The results of the MTT test with HuH7.5 cells showed low cell specifications at all concentrations (0.01%,
0.025% and 0.05%) and times (24h, 48h and 72h), being cytotoxic to human cells evaluated. For tadpoles,
100% mortality of organisms was observed after 72 hours of exposure to different concentrations of the
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agrochemical. The data suggests that Gramocil® has a high potential for environmental contamination with
the capacity to affect aquatic biodiversity.

KEYWORDS: bioindicators; micronucleus; mortality; MTT.

INTRODUCAO

Os pesticidas sdao amplamente utilizados nas praticas agricolas atuais (SINGH et al.,
2020), porém, apenas 0,1% da quantidade de agroquimicos aplicados atinge os
organismos alvo, enquanto mais de 95% afeta organismos n&o alvo (MEENA et al., 2020).

O Paraquat (Gramocil®) tem seu uso proibido na Europa desde 2007 devido a sua
extrema toxicidade para a saude humana (PIZZUTTI et al., 2016) e desde setembro de
2020 também foi proibido no Brasil (BRASIL, 2020).

Para avaliar a seguranga dos agroquimicos, diferentes bioindicadores e
biomarcadores podem ser utilizados. O método colorimétrico baseado na redugao de sais
de tetrazdlio, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT), € um teste
quantitativo utilizado em diferentes linhagens celulares para avaliar o efeito citotéxico de
diferentes compostos (MOSMANN, 1983).

Os anfibios sao frequentemente utilizados como indicadores biolégicos do estado de
saude ambiental devido a sua pele fina e porosa e por residirem na interface sedimento-
agua, que € um local ideal para exposi¢ao a pesticidas (RIOS et al., 2017). O teste do
micronucleo (MN) tem sido utilizado para verificar a possivel existéncia de danos no acido
desoxirribonucleico (DNA) decorrentes de impactos ambientais. Dessa forma, um aumento
significativo destes danos em relagdo a uma amostra de controle pode fornecer
informacdes das alteragdes ambientais num microhabitat (PEREZ-IGLESIAS et al., 2015;
FERNANDO et al., 2016).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi utilizar a linhagem de células de figado
humano (HuH7.5) e os girinos de ra touro (Lithobates catesbeianus) para avaliar a
citotoxicidade e a mutagenicidade do agroquimico Paraquat (Gramocil®), através do teste
do MTT e do teste do micronucleo.

METODOLOGIA
SOLUCAO TRATAMENTO

O agroquimico Gramocil® foi adquirido em comércio local. Foram preparadas
suspensdes nas concentragdes de 0,005%, 0,01%, 0,025% de Gramocil® diluidas em agua
destilada estéril.

TESTE DE CITOTOXICIDADE COM CULTURA DE CELULAS

As células hepaticas (HuH7.5) foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm?
contendo 10 mL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal
(Invitrogen — Carlsbad, CA, EUA) e incubadas em estufa tipo BOD a 37 °C com 5% de CO:x.

Para realizar o teste da atividade citotdxica foi utilizado o ensaio MTT, de acordo com
o protocolo sugerido por Mosmann (1983), com modificagbes. Foram utilizadas placas de
cultivo de 96 pogos onde, em cada pogo, foram semeadas 1,0x10* células HuH7.5. Apos
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24 horas, o meio de cultura de cada poco foi descartado e adicionou-se 100 uL de meio
completo para os grupos: controle negativo (CO-) (meio de cultura), controle positivo (CO+)
com o agente citotoxico metil metanossulfanato (MMS 500 uM) e os tratamentos com as
concentragbes de 0,01%, 0,025% e 0,05% do agroquimico. Antes do tratamento, as
solugdes de Gramocil® foram filtradas em millipore 0,22um.

As células foram incubadas por 24, 48 e 72 horas e, apds esse tempo, o meio de
cultura foi substituido por 100 pL de meio de cultura ndo suplementado, acrescido de MTT
(0,167 mg mL-1). A placa foi incubada novamente por mais 4 horas e, na sequéncia, foi
descartado o meio contendo MTT e aos pocos foram adicionados 100 uL de dimetilsulféxido
(DMSQO) para a solubilizacdo dos cristais de formazan. A leitura das absorbancias foi
realizada em uma leitora de microplaca (Thermo Plate) a 492 nm.

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrao das absorbancias e
submetidos a analise de variancia (one way ANOVA), seguido do teste de Dunnet, com o
uso do programa Action Stat. As diferengas foram consideradas sendo estatisticamente
significativas quando o valor de p foi menor que 0,05.

Os valores percentuais de viabilidade celular (VC) foram estimados por meio da
Equacéo 1.

Ve = (ﬂ) x 100 (1)

ABSco-

Onde:
VC = Viabilidade celular [%];
ABST = Absorbancia do tratamento;
ABSco- = Absorbancia do controle negativo.

TESTE DE CITOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE EM GIRINOS DE Lithobates
catesbeianus

O teste do micronucleo com sangue de girinos de ra-touro (L. catesbeianus) seguiu
a metodologia descrita por Gauthier et al. (2004) e Gongalves et al. (2015), com
modificagdes. Os girinos foram obtidos de uma fonte comercial, todos provenientes da
mesma desova e na mesma fase de desenvolvimento (entre fases 26 a 39 de Gosner). Eles
foram aclimatados em aquarios contendo 5 litros de dgua mineral por 7 dias. Em seguida,
foram separados em grupos de 5 girinos por aquario, juntamente com 5 litros das amostras
de cada concentragdo do Gramocil® (0,01%, 0,025% e 0,05%). O grupo controle negativo
foi realizado com 5 litros de agua mineral. O projeto tem aprovacdo do Comité de Etica no
Uso de Animais da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Protocolo 20.594.198-3).

Os girinos permaneceram por 14 dias nestas solugbes controle e tratamento, a
temperatura de 22+2°C, com aeragao constante e foram alimentados com ragéo de peixe
a cada 2 dias. A cada 48 horas os parametros pH, oxigénio dissolvido e temperatura, foram
determinados das solugdes controle e tratamento, por meio de uma sonda multiparametro
portatil Horiba U-52, mantendo o meio adequado ao crescimento e desenvolvimento dos
animais.

Apos os 14 dias, os girinos foram anestesiados e eutanasiados, sendo retirado seu
sangue caudal. As laminas com o sangue foram analisadas determinando a frequéncia de
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micronucleos e outras alteragées nucleares (células segmentadas, células binucleadas,
células com broto e células reniforme) em 1000 eritrocitos para cada girino, usando o
microscopio Optico de luz, com aumento da objetiva de imersao (100 X).

Os calculos do numero médio de micronucleos, do percentual de micronucleos, do
numero médio de alteracdes nucleares e do percentual de alteragdes nucleares de cada
grupo controle foram realizados e tratados. A analise estatistica foi feita pelo teste de
Kruskal-Wallis (a=0,05; n=5).

RESULTADOS E DISCUSSAO
CELULAS HuH7.5

Os dados das absorbancias médias das diferentes concentragdes do agroquimico
Gramocil® estdo representados na Figura 1. E possivel observar que todas as
concentragdes (0,01, 0,025 e 0,05%) do agroquimico, nos diferentes tempos de avaliacao
(24, 48 e 72h), apresentaram absorbancias médias estatisticamente menores que as do
controle negativo e, assim, citotoxicidade. Inclusive, as viabilidades celulares foram
menores que 26% (24 horas), 25% (48 horas) e 21% (72 horas).

Figura 1 - Absorbancias médias de células hepaticas humanas tratadas por 24, 48 e 72 horas com as
concentragoes (%) do agroquimico Gramocil®.

0.6 - W 24n W 48n Tl

=
s
|

[ =]
]
|

Absorbancia Media

4
&
*

I * * ¥ ox LI & o F

0.0 i - - .
COo- CO+ 0,01 0,025 0,05

Grupos

CO-: Controle Negativo, CO+: Controle Positivo.

* Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (CO-).
Fonte: Autoria prépria (2023).

As viabilidades celulares foram evidentemente baixas e citotoxicas desde a menor
concentragdo e o menor tempo de exposicdo (Tabela 1). Entretanto, ainda € possivel
observar redugéo da viabilidade celular com o aumento da concentragéao (de 0,01% para
0,05%) nos tempos de 24 e 48 horas. E redugéo da viabilidade com o tempo de exposigao
(de 24 para 72 horas) para todas as concentragdes avaliadas. Os dados indicam que a
citotoxicidade do Gramocil® para as células hepaticas humanas possui efeito dependente
da dose e do tempo.
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Tabela 1 - Percentuais das viabilidades celulares de células hepaticas tratadas por 24, 48 e 72 horas
com as concentragées (%) do agroquimico Gramocil®.

HuH7.5

Grupos VC [%]
24 h 48 h 72 h
CO- 100,00 100,00 100,00
CO+ 39,20 29,67 21,84
0,01 25,00 24,79 20,45
0,025 25,69 21,13 19,50
0,05 23,68 20,96 20,55

CO-: Controle Negativo, CO+: Controle Positivo.
Fonte: Autoria propria (2023).

GIRINOS DE Lithobates catesbeianus

Os girinos expostos as diferentes concentra¢des do agroquimico Gramocil® (0,01%,
0,025% e 0,05%) apresentaram 100% de mortalidade apds 48 horas (0,025% e 0,05%) e
72 horas (0,01%) (Tabela 2). Assim, apenas na menor concentracao (0,01%) foi possivel
observar a sobrevivéncia de um individuo em 48 horas. Dessa forma, néo restaram girinos
vivos apds a exposi¢cdo ao agroquimico Gramocil® ao final do tempo de tratamento (14
dias) para a realizagao do teste do micronucleo e posterior avaliagao da mutagenicidade.

Tabela 2 - Taxa de mortalidade (%) acumulada dos girinos expostos as diferentes concentragoes (%)
do agroquimico Gramocil®.

[0,01] [0,025] [0,05]

24h 48h 72h|{24h 48h 72h|24h 48h 72h

0 80 100 | O 100 100 | O 100 100

Fonte: Autoria prépria (2023).

CONCLUSAO

O agroquimico Gramocil® apresentou efeito letal, mesmo em baixas concentragdes,
para os girinos e, efeito citotoxico para a cultura de células hepaticas HuH7.5, ou seja,
mesmo em bioindicadores de diferentes niveis tréficos foi possivel observar um efeito
negativo a exposi¢ao a este composto.

A alta taxa de letalidade observada no bioindicador Lithobates catesbeianus sugere

que o Gramocil® possui um alto potencial de contaminagdo ambiental com capacidade de
afetar a biodiversidade aquatica.
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