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RESUMO

O uso de pesticidas, em planta¢cBes, aumenta a cada ano e o Brasil € um dos
maiores consumidores destes produtos. Seu uso contribuiu historicamente para a
maior producdo de alimentos. Porém, a utilizacdo de agrotdxicos tem gerado muitas
questdes quanto aos seus efeitos na salde dos consumidores expostos. Dentre o0s
efeitos possiveis, pode-se destacar o genotdxico e mutagénicos. Com isso, had um
grande numero de pesquisas utilizando testes como o microndcleo e o ensaio cometa,
para quantificar danos causados pelos praguicidas. Nesse contexto, este trabalho
apresenta testes para avaliar efeitos genotdxicos e mutagénicos pela ingestdo dos
pesticidas metomil e cipermetrina. Para isso foi utilizado 80 camundongos (swiss
albino), que foram divididos oito grupos com 10 animais por grupo (cinco machos,
cinco fémeas). Os grupos foram classificados em: um controle negativo; um controle
positivo e seis grupos tratados. Os grupos tratados receberam a concentracdo do
pesticida baseado na ingestao diaria aceitavel (IDA) de cada um, sendo escolhidas as
concentracdes para o metomil (0,005 mg/kg; 0,0005 mg/kg e 0,00025 mg/kg) e para
cipermetrina (0,05 mg/kg; 0,005 mg/kg e 0,0025 mg/kg). Todos os grupos tratados
receberam, por gavagem, sua dose determinada. O metomil apresentou danos
genéticos quando foi avaliado pelo teste de micronlcleo nas doses: 0,005 e 0,0005.
Pelo ensaio cometa a dose 0,005 teve efeito genotdxico. A cipermetrina nao
apresentou danos pelo ensaio cometa, porém com micronucleo houve diferenca
significativa em todas as concentracdes estudas. Assim, estes pesticidas isolados
mostraram ser mutagénicos, sendo necessario um olhar mais critico, por parte dos
6rgaos responsaveis, para controlar, ou proibir, se necessario, o uso destes pesticidas

ou uma redefinicdo da IDA referente a tais praguicidas.

Palavras-Chave: micronucleo, ensaio cometa, agrotéxico
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ABSTRACT

Use of pesticides in plantations, increases every year and Brazil is one of the largest
consumers of these products. Its use historically contributed to increase food
production. However, the use of pesticides has generated many questions about its
effects on the health of consumers exposed. Among the possible effects, we can
highlight the genotoxic and mutagenic. Therefore, there is a large number of studies
using tests such as the micronucleus and the comet assay to quantify damage caused
by pesticides. In this context, this paper presents tests to evaluate genotoxic and
mutagenic effects by the ingestion of pesticides methomyl and cypermethrin. For this
we used 80 mice (Swiss albino) were divided into eight groups with 10 animals in each
group (five male, five female). The groups were classified as one negative control, one
positive control and six treated groups. The treated groups received the concentration
of the pesticide based on the acceptable daily intake (ADI) of each being chosen
concentrations for methomyl (0.005 mg/kg; 0.0005 mg/kg e 0.00025 mg/kg) and
cypermethrin (0.05 mg/kg; 0.005 mg/kg e 0.0025 mg/kg). All treated groups ingested,
by gavage, a given dose. Methomyl showed genetic damage when evaluated by the
micronucleus test at doses 0.005 and 0.0005. By comet assay the dose 0.005 ADI had
genotoxic effects. The cypermethrin showed no damage by the comet assay, but with
micronucleus showed significant differences at all concentrations studied. Therefore,
these isolates pesticides showed to be mutagenic, and needed a more critical look, by
the bodies responsible for control or prohibit, if necessary, the use of pesticides or a
redefinition of ADI with respect to such pesticides.

Keywords: micronucleus, comet assay, pesticides



CAPITULO 1

1.1 Introducéo

O mercado consumidor tem exigido que os produtores de hortalicas e frutas
aumentem sua produtividade e oferecam produtos com aparéncia atraente. Isso pressiona
0s agricultores a fazerem uso de uma grande variedade de pesticidas em suas lavouras. A
Agéncia Pernambucana de Vigilancia Ambiental (APEVISA) divulgou os resultados do ultimo
Monitoramento de Residuos em Agrotoxicos em Hortifrutigranjeiros em Pernambuco,
realizado em 2008. O levantamento foi feito considerando os produtos colhidos nos
principais supermercados do Estado e na Central de Abastecimento Alimentar de
Pernambuco (CEASA/PE). Dos produtos analisados mais de 90% apresentaram
substancias inadequadas para o consumo. Em um projeto de pesquisa realizado pelo grupo
genotox, em colaboracdo com o Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP), foi
detectado, em amostras de tomate, pimentédo e couve-flor, coletados no municipio de Vitoria
de Santo Antdo, uma variedade de pesticidas, sendo que alguns estavam acima do limite de
residuos tolerado no municipio de Vitdria de Santo Antéo (resultados ainda ndo publicados).
Dentre estes pesticidas foram escolhidos o metomil e a cipermetrina para o estudo

apresentado aqui.

Dessa forma, as pessoas sdo expostas simultaneamente a um grande nimero de
pesticidas através da dieta (JACOBSEN, 2004). Acredita-se que a dieta e fatores dietéticos
sao responsaveis por um grande nimero de casos de cancer mundialmente. Estimativas
sugerem que a dieta pode contribuir para 40% de todos os canceres no sexo masculino e,
possivelmente, 60% no feminino (WYNDER E GORI, 1977). O desenvolvimento do céncer é
um processo complexo, no qual células normais apresentam alteracbes genéticas e
instabilidades cromossomicas, ficando insensiveis aos mecanismos de controle celulares,
formando tumores (DYBING et al.,, 2008). A exposicdo de um organismo a compostos
genotdxicos, como pesticidas, pode provocar danos genéticos, propiciando o
desenvolvimento de neoplasias. Desde que evidéncias de carcinogenicidade em animais de
laboratério tém sido tomadas como indicadores de potencial perigo carcinogenético em
humanos (IARC, 2006), muita énfase tem sido dada a interpretagdo dos achados em
animais e a extrapolacdo desses achados para seres humanos (SONICH-MULLIN et al.,
2001; BOOBIS et al., 2008).



Estudos sobre a genotoxicidade de pesticidas em animais revestem-se de grande
importancia, pois permitem determinar as respostas de um dado organismo a contaminacao.
Permitem, ainda, avaliar o impacto e o efeito destes sobre células, tecidos e érgaos, bem
como inferir sobre possiveis perturbacdes metabdlicas. Além disso, as andlises de seus
efeitos sobre o material genético sdo importantes na avaliacdo de seu papel mutagénico
e/ou carcinogénico e ainda seus possiveis efeitos sobre as populacdes.

1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

Avaliar a acao genotdxica aguda em camundongos, através da ingestdo, de
formulacbes comerciais dos praguicidas metomil e cipermetrina, considerando os IDAs de

cada pesticida.

1.2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a frequéncia de microndcleos e danos ao DNA pelo ensaio cometa no sangue
periférico de camundongos tratados com formulagdo comercial de metomil nas
concentragdes: 0,00025 mg/kg, 0,0005 mg/kg e 0,005 mg/kg.

- Avaliar a frequéncia de micronlcleos e danos ao DNA pelo ensaio cometa no sangue
periférico de camundongos tratados com formulacdo comercial de cipermetrina nas

concentracdes: 0,0025 mg/kg, 0,005 mg/kg e 0,05 mg/kg.

1.3. Revisao da Literatura

1.3.1. Historico

O uso de compostos quimicos ja é conhecido ha mais de 2000 anos, com 0S romanos
para manutencgdo de estradas. Também durante os anos de 1800, diversos herbicidas foram
produzidos a partir de compostos inorganicos (SOLOMON et al.,, 2010). Mas o primeiro
agrotoxico de largo uso no campo e utilizado mundialmente foi descoberto na Franca em
1885, por Pierre—Marie Alexis Millardet (1838-1902). Ele descobriu a atividade fungicida do
sulfato de cobre, que apds ser neutralizado por cal hidratada, poderia ser pulverizado nos

parreirais no campo, inibindo o desenvolvimento da doenca causada por um fungo que



afetou a economia naquela época (MOURA, 2007). Contudo, em 1939, 0 mais promissor
dos agrotoxicos, conhecido como DDT, foi descoberto pelo suico Paul Hermann Muller
(1889-1965). O DDT possuia alto poder inseticida. A época, acreditava—se que, se usado
corretamente, ndo causaria nenhum mal em humanos nem aos animais domésticos, pois
ndo induzia nenhum sintoma que pudesse ser notado. Esse inseticida foi utilizado
largamente na agricultura, nas residéncias e na saude publica. Porém, com o tempo,
verificou-se que ele possuia um alto poder residual, podendo trazer complicacfes a saude e
ao ambiente (MOURA, 2007).

Com o tempo o0 uso dessas substancias trouxe varios beneficios, como o controle de
doencas transmissiveis por vetores, como: maléria, febre amarela, doenca do sono, tifo e
muitas outras, as quais foram responsaveis pela diminuicdo do tempo de vida da
humanidade (SOLOMON et al., 2010).

1.3.2. Pesticidas

Os pesticidas sdo amplamente definidos como substancias ou misturas destinados a
prevenir, destruir, repelir ou mitigar qualquer praga, incluindo insetos, roedores e ervas
daninhas. Eles incluem inseticidas, mas também herbicidas, fungicidas, desinfectantes e
reguladores de crescimento. Estes produtos agroquimicos tornaram-se inevitaveis na
agricultura intensiva para melhorar a producéo e proteger as culturas armazenadas. Embora
haja beneficios na utilizacdo de pesticidas a populagdo humana, riscos para a saude tém
sido sugeridos nos seres humanos que sdo ocupacionalmente e ambientalmente expostos a

esses produtos agroquimicos (SIMONIELLO et al., 2008).

Os praguicidas séo utilizados para atingir algumas metas: aumentar o rendimento e a
gualidade da producdo de alimentos na agricultura; proteger a saude de seres humanos e
animais e preservar as florestas. Entretanto, o uso inadequado desses praguicidas esta

afetando, negativamente, 0 meio ambiente e a saude humana (SOLOMON et al., 2010).

Um dos grupos mais afetados de pessoas sdo os que trabalham diretamente com a
aplicacdo do pesticida, isso tem sido mostrado em diversos estudos (DE ROSS et al, 2005;
GARRY et al, 2005; CASTILLO-CADENA et al, 2006; Bull et al, 2006). Os consumidores
formam outro importante grupo afetado. O Brasil ndo possui atualmente um programa
nacional de monitoramento de residuos de pesticidas em alimentos, e sdo escassos 0S
dados de residuos em alimentos prontos para serem consumidos (CALDAS; SOUZA, 2000),

deixando exposta toda sua populacéo.



A IDA (ingestdo diaria aceitavel) € estabelecida apdés a avaliacdo de estudos
toxicolégicos com um dado pesticida, realizados em animais de laboratério e/ou de casos de
exposicdo humana (CALDAS, 1999).

O metomil, cujo nome quimico é S-methyl N-(methylcarbamoyloxy)thioacetimidate,
pertence ao grupo quimico metilcarbamato de oxima; trata-se de um inseticida e acaricida,
com classificagdo toxicoldgica classe |. Utilizado, por exemplo, para o cultivo de: algodao,
batata, couve, milho e tomate (ANVISA).

A cipermetrina, cujo nome quimico é (RS)-a-cyano-3-phenoxybenzyl (1RS,3RS;
1RS,3SR)-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethyl cyclopropane carboxylate, pertence ao grupo
quimico piretréide; é um inseticida e formicida, com classificacdo toxicolégica classe Il. E
utilizado para cultivo de algoddo, amendoim, arroz, batata, café, cebola, ervilha, feijao,

feijdo-vagem, fumo, melancia, milho, pepino, repolho, soja e tomate (ANVISA).

Os piretroides séo, atualmente, os inseticidas mais utilizados, pois apresentam baixa
toxicidade em mamiferos, baixo impacto ambiental, sdo efetivos contra um largo espectro de
insetos e sdo necesséarias baixas quantidades para exercerem sua acdo. Porém, o uso
inadequado pode exercer nos vertebrados efeitos neuro e cardiotoxicos (SANTOS et al,
2007).

1.3.3. Genotoxicidade

Agentes genotoxicos interagem com o material genético, formando alteragfes ou até
mesmo quebra das moléculas de DNA das células, o qual pode ser reparado ou nao,
causando, assim, uma mutacdo no organismo (OBE et al, 2004). A genotoxicidade esta
entre 0s mais sérios dos possiveis danos causados por produtos quimicos agricolas e
merece atengdo especial devido a natureza geralmente irreversivel do processo e ao longo
periodo de laténcia associado a sua manifestacdo (NUNES; TAJARA, 1998). O estudo da
acao genotdxica de pesticidas representa uma contribuicdo para uma adequada avaliacao
clinica e epidemioldgica do potencial risco para a saude associados a sua exposi¢ao.

Os métodos utilizados nesse projeto, o teste do micronucleo e o ensaio cometa sdo
amplamente utilizados e aceitos, porque apresentam resultados confidveis e mostram
eficiéncia em relagdo a quantificacdo da genotoxicidade de diversos compostos em
diferentes células (KAWAGUCHI et al., 2010).



O teste de micronucleos proposto por Schmid (1975) € baseado na contagem de
micronucleos que aparecem no citoplasma de células provenientes de outras que sofreram
algum dano, revelando a ag¢do de agentes clastogénicos, que quebram cromossomos, e
aneugénicos, que induzem aneuploidia ou segregagcdo cromossomica anormal (RIBEIRO et
al., 2003). O teste é bastante utilizado como biomarcador de mutagenicidade por ser um
procedimento rapido, simples, de alta sensibilidade e baixo custo (LOHMANN, 1995;
CARVALHO et al., 2002).

O ensaio cometa é utilizado como uma ferramenta rapida e sensivel para
mensuracdo de danos ao DNA em células individuais. A técnica permite a deteccao de
diversas lesdes ao DNA, tais como quebras simples e duplas da cadeia (SINGH et al., 1988;
COLLINS, 2008; ROJAS et al., 1999; BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005). O teste também
pode ser aplicado para estudos sobre reparo do DNA (TICE et al, 1995; CHARLES, 2012).
Trabalhos utilizando técnicas de micronlcleo e ensaio cometa para determinacdo de
genotoxicidade tem mostrado resultados positivos (CASTILLO-CADENA et al, 2006; COSTA
et al, 2006; ERGENE et al, 2007).

Ao procurar na literatura cientifica referéncias a respeito dos pesticidas isolados e
sua agdo genotodxica, ndo foram encontrados muitos artigos que tenham testado a acao
genotoxica de tais substancias em modelos mamiferos, usando o teste do microndcleo e o
ensaio cometa. Considerando a necessidade de se obter respostas sobre a genotoxidade
dos pesticidas isolados, foram testados os praguicidas metomil e cipermetrina isoladamente
em concentragdes proximas da IDA, que para o homem é a razdo entre o Nivel de Efeito
Adverso N&o Observado em roedores (NOAEL) e um fator de seguranca de 100
(SOLOMON et al., 2010).



CAPITULO 2

Analise genotoxica de efeitos agudos dos pesticidas metomil e

cipermetrinain vivo

Hugo Gama Aguiar Silva *°, Cristiano Aparecido Chagas ®°"

% Programa de Pés-Graduagdo em Saude Humana e Meio Ambiente, Universidade Federal
de Pernambuco- Centro Académico de Vitéria, Pernambuco,Brasil.

® Grupo de pesquisa em Genotoxidade aplicada & Saude Humana e Meio Ambiente,
Universidade Federal de Pernambuco- Centro Académico de Vitoria, Pernambuco, Brasil.

2.1 Resumo

O uso de pesticidas, em plantagbes, aumenta a cada ano e o Brasil € um dos
maiores consumidores destes produtos. Seu uso contribuiu historicamente para a maior
producdo de alimentos. Porém, a utilizacdo de agrotoxicos tem gerado muitas questdes
gquanto aos seus efeitos na satde dos consumidores expostos. Dentre os efeitos possiveis,
pode-se destacar o genotdéxico e mutagénicos. Com isso, ha um grande numero de
pesquisas utilizando testes como o0 microndcleo e o ensaio cometa, para quantificar danos
causados pelos praguicidas. Nesse contexto, este trabalho apresenta testes para avaliar
efeitos genotoxicos e mutagénicos pela ingestdo dos pesticidas metomil e cipermetrina.
Para isso foi utilizado 80 camundongos (swiss albino), que foram divididos oito grupos com
10 animais por grupo (cinco machos, cinco fémeas). Os grupos foram classificados em: um
controle negativo; um controle positivo e seis grupos tratados. Os grupos tratados
receberam a concentracao do pesticida baseado na ingestao diaria aceitavel (IDA) de cada

um, sendo escolhidas as concentracdes para o metomil (0,005 mg/kg; 0,0005 mg/kg e



0,00025 mg/kg) e para cipermetrina (0,05 mg/kg; 0,005 mg/kg e 0,0025 mg/kg). Todos os
grupos tratados receberam, por gavagem, sua dose determinada. O metomil apresentou
danos genéticos quando foi avaliado pelo teste de micronicleo nas doses: 0,005 e 0,0005.
Pelo ensaio cometa a dose 0,005 teve efeito genotoxico. A cipermetrina ndo apresentou
danos pelo ensaio cometa, porém com micronucleo houve diferenca significativa em todas
as concentragfes estudas. Assim, estes pesticidas isolados mostraram ser mutagénicos,
sendo necessario um olhar mais critico, por parte dos 6rgdos responsaveis, para controlar,
ou proibir, se necessario, 0 uso destes pesticidas ou uma redefinicdo da IDA referente a tais

praguicidas.

Palavras-Chave: micronicleo, ensaio cometa, agrotdxico

2.2 Abstract

Use of pesticides in plantations, increases every year and Brazil is one of the largest
consumers of these products. Its use historically contributed to increase food production.
However, the use of pesticides has generated many questions about its effects on the health
of consumers exposed. Among the possible effects, we can highlight the genotoxic and
mutagenic. Therefore, there is a large number of studies using tests such as the
micronucleus and the comet assay to quantify damage caused by pesticides. In this context,
this paper presents tests to evaluate genotoxic and mutagenic effects by the ingestion of
pesticides methomyl and cypermethrin. For this we used 80 mice (Swiss albino) were divided
into eight groups with 10 animals in each group (five male, five female). The groups were
classified as one negative control, one positive control and six treated groups. The treated
groups received the concentration of the pesticide based on the acceptable daily intake (ADI)
of each being chosen concentrations for methomyl (0.005 mg/kg; 0.0005 mg/kg e 0.00025
mg/kg) and cypermethrin (0.05 mg/kg; 0.005 mg/kg e 0.0025 mg/kg). All treated groups
ingested, by gavage, a given dose. Methomyl showed genetic damage when evaluated by
the micronucleus test at doses 0.005 and 0.0005. By comet assay the dose 0.005 ADI had
genotoxic effects. The cypermethrin showed no damage by the comet assay, but with
micronucleus showed significant differences at all concentrations studied. Therefore, these
isolates pesticides showed to be mutagenic, and needed a more critical look, by the bodies
responsible for control or prohibit, if necessary, the use of pesticides or a redefinition of ADI
with respect to such pesticides.

Keywords: micronucleus, comet assay, pesticides



2.3 Introducéo

O mercado consumidor tem exigido que os produtores de hortalicas e frutas
aumentem sua produtividade e oferecam produtos com aparéncia atraente o que os forgam
a fazer uso de uma grande variedade de pesticidas em suas lavouras. Dessa forma, as
pessoas sdo expostas simultaneamente a um grande nimero de pesticidas através da dieta.
(JACOBSEN, 2004). Tal exposicéo pode ter reflexos na salde das pessoas e populacdes
expostas. Acredita-se, por exemplo, que a dieta e fatores dietéticos sdo responsaveis por
um grande numero de casos de cancer mundialmente. Estimativas sugerem que a dieta
pode contribuir para 40% de todos 0s canceres no sexo masculino e, possivelmente, 60%
no feminino (WYNDER E GORI, 1977). Estudos recentes, também, mostram a relagéo entre
pesticidas e cancer (XIAOHUI et al., 2009; KUMAR et al., 2010).

Desde que evidéncias de carcinogenicidade em animais de laborat6rio tém sido
tomadas como indicadores de potencial perigo carcinogenético em humanos (IARC, 2006),
muita énfase tem sido dada a interpretagcéo dos achados em animais e a extrapolacéo
desses achados para seres humanos (SONICH-MULLIN et al., 2001; BOOBIS et al., 2008).

Testes de genotoxicidade e mutagenicidade em roedores sdo importantes
ferramentas na andlise de riscos de pessoas e populacdes. Dentre os testes de
genotoxicidade, o ensaio cometa vem sendo utilizado para detec¢cdo de danos ao DNA por
em varios estudos (ROJAS et al., 1999; BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005; COLLINS,
2008), bem como, também, para identificar reparos ao DNA (TICE, 1995; CHARLES, 2012).
Ja o teste de micronlcleo em sangue periférico de roedores é uma importante ferramenta
bastante utilizada como marcador de mutagénese por conta de ser um procedimento rapido,
simples, de alta sensibilidade e baixo custo (LOHMANN, 1995; CARVALHO et al., 2002). E
baseado na contagem de micronlcleos que aparecem no citoplasma de células
provenientes de outras que sofreram algum dano, revelando a acdo de agentes
clastogénicos, que quebram cromossomos, e aneugénicos, que induzem aneuploidia ou

segregacao cromossémica anormal (RIBEIRO et al., 2003).

Aqui é mostrado os resultados do teste de micronudcleo e ensaio cometa feitos com
formulacdo comercial do praguicida metomil (Du Pont — Lannate BR), cujo nome quimico é
S-methyl  N-(methylcarbamoyloxy)thioacetimidate, = pertence ao  grupo  quimico
metilcarbamato de oxima; trata-se de um inseticida e acaricida, com classificacdo

toxicoldgica classe I. Utilizado, por exemplo, para o cultivo de algod&o, batata, couve, milho



e tomate (ANVISA). Poucos estudos foram feitos sobre a acdo genotdxica do metomil,
alguns mostram néo apresentar danos (USEPA, 1998; IPCS, 2001).

E também os resultados dos mesmos testes feitos com formulacdo comercial da
cipermetrina (Nufarm — Cyptrin 250 ce), cujo nome quimico é (RS)-a-cyano-3-phenoxybenzyl
(1RS,3RS; 1RS,3SR)-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-dimethyl cyclopropane carboxylate, pertence
ao grupo quimico piretréide; € um inseticida e formicida, com classificacdo toxicolégica
classe Il. Utilizado para cultivo de algoddo, amendoim, arroz, batata, café, cebola, ervilha,
feijdo, feijao-vagem, fumo, melancia, milho, pepino, repolho, soja e tomate (ANVISA). Em
varios estudos a cipermetrina apresenta efeitos mutagénicos. Porém séo estudos feitos com
doses muito elevadas, em comparacdo a IDA (GIRI et al.,, 2003; EI-KHATIB et al.2005;
UCKAN et al, 2010; CELIK et al., 2005 ) ou séo avaliados in vitro (SUMAN et al., 2006) ou

em invertebrados (MUKHOPADHYAY et al., 2004 )

O estudo da acao genotdxica de pesticidas representa uma contribuicdo para uma
adequada avaliacao clinica e epidemiolégica do potencial risco para a salude associados a
sua exposicao. Portanto, pesquisas, ainda mais em paises em desenvolvimento s&o
essenciais, pois existem populacdes rurais com condigbes socioecondmicas particulares
que trabalham com agrotdxicos sem as informagcBes necessdarias e conhecimento sobre o
risco potencial de exposi¢cdo ocupacional e a importancia do uso de medidas de protecédo
(SIMONIELLO et al., 2008).

2.4 Material e métodos

Animais

Foram utilizados 80 camundongos (swiss albino) de ambos o0s sexos, com
aproximadamente oito semanas de idade e pesando em média de 25 a 30 gramas, Durante
0s experimentos, 0s animais foram mantidos em caixas de polipropileno adequadas, com
cinco animais do mesmo sexo por caixa e mantidos em uma sala com ar-condicionado, com
temperatura de 22 °C + 2 °, umidade relativa de 50 + 5%, com ciclo de 12 horas luz/escuro e
com 4gua filtrada e comida oferecida a vontade (ad libitum). Todos os experimentos foram
aprovados pelo Comitté de FEtica em Experimentacdo Animal (Protocolo:
23076.018079/2011-16)
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Os animais foram divididos em oito grupos de 10 animais (cinco machos e cinco
fémeas) e cada grupo foi submetido por dois dias aos tratamentos demonstrados na tabela
1. A ingestdo diaria dos pesticidas foi realizada com o processo de gavagem. Os
camundongos dos grupos tratados com pesticida receberam suas respectivas
concentracdes. Ja os camundongos do grupo controle negativo receberam apenas agua
destilada por gavagem. Os animais do grupo controle positivo, receberam uma dose de
ciclofosfamida por via intraperitoneal.

Tabela 1: Grupos e tratamentos

Tratamento N° de animais Tempo de tratamento

Controle negativo® 10 (5M e 5F) 2 dias

Metomil 0,00025 mg/kg -
IDA® - 0,02 mg/kg(IPCS,

10 (5M e 5F) 2 dias
2001)
Metomil 0,0005 mg/kg 10 (5M e 5F) 2 dias
Metomil 0,005 mg/kg 10 (5M e 5F) 2 dias
Cipermetrina 10 (5M e 5F) 2 dias
0,00025mg/kg - IDA -
0,05 mg/kg (FAO, 2005)
Cipermetrina 0,0005 10 (5M e 5F) 2 dias
mg/kg
Cipermetrina 0,05 mg/kg 10 (5M e 5F) 2 dias
Controle positivo* 10 (5M e 5F) 2 dias
Controle negativo® 10 (5M e 5F) 2 dias

1. M: machos; F: fémeas. 2. Os animais deste grupo passaram por todos os procedimentos
dos grupos tratados, mas receberam apenas agua na gavagem. 3.IDA: doses diarias
aceitaveis segundo FAO, IPCS e European Comision. 4. Os animais deste grupo receberam
apenas uma dose de ciclofosfamida (20 mg/kg) e foram sacrificados 24 horas apo6s a

administracgéo.
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Coleta de sangue

Os animais foram anestesiados, por via intraperitoneal, com 0,02mL de xilazina e
0,01mL de ketamina na propor¢éo de 2:1. O sangue periférico foi coletado por puncao retro-
orbital 24 horas apds o tratamento com o0s pesticidas para o ensaio cometa e apos 48 horas
do tratamento para teste do micronlicleo. ApOs a Ultima coleta, os animais foram

anestesiados e sacrificados por deslocamento cervical.
Ensaio Cometa

O dano genético foi avaliado com o uso do ensaio cometa segundo Singh et al.
(1988) e Tice et al. (2000). O sangue coletado ficou o tempo todo em gelo ou geladeira para
evitar reparo do dano genético pelo sistema de reparo do DNA. As laminas permaneceram
na solugéo de lise (com pH 10, 2,5 M de NaCl, 100 mM de Na, EDTA, 10 mM de TRIS, 1%
de Triton X-100 e DMSO a 10%) por, no minimo, 24 horas na geladeira. Depois foram
imersos na solugédo tampédo (1M de NaOH e 200 de mM EDTA, pH 13) e submetidos a
eletroforese a 33 V (0,82 V/cm) e 300mA em 4 °C por 20 minutos. Ao termino foram
colocadas no tampdao de neutralizacdo (0,4 M de Tris-HCI, pH 7,5) por 15 minutos, depois
mais 5 minutos em alcool absoluto para desidratacdo. Logo apés foram corados com
brometo de etidio na concentracdo de 79,25uM para analise no microscopio de
fluorescéncia (Nikon, Eclipse 80i).

A contagem foi feita qualificando o tamanho da cauda do cometa, numa numeracgao
de zero a quatro. Sendo o zero a célula sem danos e o quatro com o maior indice de dano
genético (COLLINS et al., 2008). A viabilidade celular foi medida em cada lamina preparada
pela propor¢édo de nucledides altamente danificados (em forma de ourigo) sobre o total de
100 nucledides contados. Sempre que o numero de nucleéides em forma de ourigo for maior

do que 20% dos do total de nucleoides, a amostra sera descartada (COLLINS et al., 2008).
Analise de Micronucleo

Para analise do micronucleo em sangue periférico foi utilizada a técnica descrita por
Hayashi e colaboradores (1990). Em laminas previamente preparadas com laranja de
acridina foram colocados 5ul de sangue periférico que foram espalhados cobrindo-se com

laminula.
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Quatro laminas referentes a cada animal foram preparadas e avaliadas. A proporcdo
de eritrocitos policrométicos (PCE) em relacdo ao total de eritrécitos foi estabelecida da
seguinte maneira: PCE/ (PCE+NCE), onde NCE significa eritrocitos normocroméaticos. Uma
comparacgao entre a propor¢do de PCEs de cada animal tratado sera feita com a do grupo
controle. A ndo ser que a propor¢ao de PCE em um dado animal seja menor do que 20% da
propor¢édo de PCEs no grupo controle (caso em que o animal é descartado do estudo), 2000
PCEs foram contados por animal para se quantificar a presenca de PCEs micronucleados
(PCEMN) (OCDE, 2009). Para analise foi utilizado microscépio de fluorescéncia (Nikon,
Eclipse 80i).

Os métodos utilizados nesse projeto, que sdo o teste do micronucleo e do ensaio
cometa estdo sendo amplamente utilizados e aceitos, por possuirem resultado confiavel e
mostrar eficiéncia em relagdo a quantificacdo da genotoxicidade de diversos compostos em
diferentes células (KAWAGUCHI et al., 2010).

Analise Estatistica

Para obtencado dos dados, de ambos os testes, de micronucleo e ensaio cometa, foi utilizado
0 ANOVA e como poés-teste o Tukey para comparagdo dos grupos tratados com o grupo
controle com o intervalo de confianca de p<0,05. Foi utilizado o software IBM SPSS
Statistics 20.

2.5 Resultados e discussao

Os resultados apresentados aqui demonstram que as formulagbes comerciais dos
praguicidas metomil e cipermetrina apresentam, sob as condigbes deste estudo, efeito
genotoxico e mutagénico mesmo em concentragfes abaixo da IDA. O metomil mostrou-se
mutagénico nas doses 0,005 mg/kg e 0,0005mg/kg (p<0,05) pelo teste do micronicleo em
sangue periférico de roedores. Na dose 0,00025 mg/kg n&o houve diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle negativo, sendo esta a dose mais segura dentre as concentracoes
estudadas (figura 1). Em relacdo ao ensaio cometa (figura 2), o metomil apresentou
diferenca apenas na dose 0,005 (p<0,05). Portanto, nos dois testes utilizados houve danos
genéticos causados pela formulagdo comercial do metomil. Em trabalhos anteriores
publicados por agéncias de controle, o metomil isolado n&o apresentou efeito genotdxico in

vitro ou in vivo (USEPA, 1998; IPCS, 2001). Em estudos mais recentes tem-se observado o
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efeito mutagénico do metomil. Porém, estes danos estdo sendo avaliados em testes in vitro
(GUANGGANG et al.,, 2013; MANSOUR et al., 2009), em invertebrados (PEREIRA &
GONCALVES, 2007; PEREIRA et al., 2009) ou em concentragbes muito elevadas
(SHALABY et al., 2010; LI et al., 2008; MAHGOUB & EL-MEDANY, 2001). No entanto, estes
resultados mostram que a ingestdo, por meio da alimentacdo, das formulacbes comerciais
do pesticida metomil pode causar efeitos mutagénicos, sendo um dado mais compativel com

a realidade de consumo pesticida para humanos.
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Figura 1. Metomil: Teste de Micronucleos. Mostra a média de micronacleo (Mn) em 2000
reticulocitos contados nas diferentes concentracdes. A andlise estatistica (ANOVA) mostrou
diferenca entre o controle negativo e as concentragées 0,005 e 0,0005 (p<0,05). N&o houve

diferenca entre a concentracéo 0,00025 com o controle negativo.
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Figura 2. Metomil: Ensaio Cometa. Média. Mostra a média do indice de danos (ID) em
100 nucleoides contados nas diferentes concentracdes. Houve diferenca apenas entre o
grupo controle negativo e 0,005 IDA (p<0,05). Foi utilizado o teste ANOVA para comparacao
de médias.

A cipermetrina ndo apresentou danos genéticos pelo ensaio cometa (figura 3); porém no
teste do microndcleo apresentou mutagénicidade com diferenca significativa (p<0.05) em
todas as concentragfes estudas quando comparadas ao controle negativo (figura 4). Por ser
conhecida como um dos maiores contaminantes de sistemas aquaticos, varios experimentos
estdo sendo feitos com peixes para estudos genotoxicos (CARRIQUIRIBORDE et al., 2007,
SINGH & SINGH, 2008; SAHA & KAVIRAJ, 2009; SIMONIELLO et al., 2009; JIN et al.,
2011; KUMAR et al., 2011; POLETTA et al., 2013). Porém, poucos estudos sao feitos em
modelos mamiferos (JIN et al., 2011; LI et al., 2013) o que é necessario para entender 0s
efeitos em humanos. Os resultados mostraram que a cipermetrina em sua formulagéo

comercial apresentou efeito mutagénico em doses menores que a IDA.
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Figura 3. Cipermetrina: Ensaio Cometa. Mostra a média do indice de danos (ID) em 100
nucleoides contados das diferentes concentra¢des. Nao houve diferenca significativa entre o

controle negativo e nenhuma das concentragdes estudadas. Foi utilizado o teste ANOVA
para comparacdo de médias.
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Figura 4. Cipermetrina: Teste de Micronucleo. Mostra a média de micronicleos (Mn) em
2000 reticuldcitos contados das diferentes concentragdes. Houve diferenca entre o controle
negativo e todas as concentracdes estudas (p<0,05). Foi utilizado o teste ANOVA para
comparacédo de médias.

A avaliagédo da inducdo de micronucleos é o principal teste in vivo em uma bateria de testes
genotoxicos tendo um dos resultados mais confidveis. O mesmo é recomendado pelas
agéncias fiscalizadoras por todo o mundo como parte da avaliagdo de seguranca dos
produtos quimicos e naturais. O ensaio, quando realizado corretamente, detecta ambos os
efeitos: clastogénicos e aneugénicos (KRISHNA E HAYASHI, 2000). Estes danos ao DNA
podem ter consequéncias a longo prazo na saude dos seres humanos, uma vez que danos
estruturais nos cromossomos podem levar a instabilidade genética e, consequentemente, ao

surgimento de neoplasias ou outras doencas cronicas.

A ndo deteccdo de danos ao DNA pelo ensaio cometa pode ser explicada pelo sistema de

reparo do organismo. Ja que o principio do teste consiste na deteccdo de les6es genébmicas



17

(como quebras simples e duplas) que podem resultar em mutacdes se o sistema de reparo
néo solucionar o problema (UMBUZEIRO & ROUBICEK et al., 2006).

2.6 Conclusoes

Os dados revelaram que ambos os pesticidas sdo mutagénicos nas doses mais proximas a
dose ideal fornecida pelo 6rgdo responsavel. O que mostra que € preciso uma revisdo nos
pesticidas utilizados, bem como suas IDA’s, para saber se os mesmos ainda podem

continuar no mercado para uso ou reformularem uma dose segura para 0s consumidores.
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CAPITULO 3

DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

A avaliacdo dos danos genéticos causados pelo metomil e cipermetrina demonstrou uma
diferenca significativa quando comparados ao grupo controle. A exposicdo a estes
pesticidas via ingestdo oral nos camundongos, nas concentracdes estudadas mostrou ter
capacidade mutagénica. Esses efeitos em longo prazo podem vir a causar diversos
distarbios enddécrino, nervoso, imunoldgico e reprodutivo (PRESTON, 2003). E também
associados ao risco de cancer (ALBERTINI et al., 2000; FAUST et al., 2004).

E preciso uma fiscalizacdo mais eficaz quanto ao uso de pesticidas no Brasil. O 6rgéo
responsavel pela liberacdo destes produtos € ANVISA e a mesma precisa ser mais critica
em relacdo aos testes utilizados para a comercializagdo dos mesmos. A maioria dos testes é
feita considerando o composto isolado, porém ao chegar para o cidadao a formula comercial
possui outros compostos. Os resultados mostraram que estas formulagdes apresentam

efeito mutagénico, sendo necessaria uma revisédo de seu uso ou de sua IDA.
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