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RESUMO

Os agrotoxicos sdo largamente utilizados no mundo para proteger as plantagbes contra
pragas e doencas, e na saude publica no controle de vetores que causam doengas ao
homem. Contudo, a exposicdo a esses produtos pode representar graves riscos a saude
humana e ao meio ambiente. Relatos da literatura sobre acdo genotéxica das formulagcdes
comerciais isoladas de agrotdxicos € bastante escaca, uma vez que a maioria das pesquisas
se preocupa em estudar o efeito das misturas desses compostos. Desta forma, o presente
trabalho realizou um biomonitoramento in vivo, utilizando camundongos Mus musculus, para
avaliar a acdo genotdxica aguda, através da ingestao isolada dos agrotéxicos Ciromazina
(Trigard 700 WP) e Maconzeb (Dithame NT) em baixas doses. Foram realizados os testes do
micronlcleo e do ensaio cometa, para avaliar respectivamente a mutagenicidade e a
genotoxicidade desses pesticidas. Sendo utilizados 80 camundongos, divididos em oito
grupos contendo 10 animais (cinco machos e cinco fémeas). As administracdes foram feitas
por gavagem e cada animal recebeu 1 mL da solugdo, de acordo com 0 grupo a que
pertencia: o grupo controle negativo recebeu apenas o veiculo de diluigdo (Agua destilada);
para a Ciromazina foram usados trés grupos experimentais: C1 com a concentragdo de
2,5.10“ mg/Kg, o C2 com a concentracéo de 5.10™ mg/Kg, e C3 com a concentracdo de 5.10°
® mg/Kg; para o Mancozeb foram usados também trés grupos experimentais: C1 com a
concentracdo de 3,76.10™ mg/Kg, C2 com a concentracdo de 7,52.10™ mg/Kg, e C3 com a
concentracdo de 7,52.10° mg/Kg; para o grupo controle positivo foi administrado via injecéo
intraperitonial 20 mg/kg p.c. de ciclofosfamida. Na andlise estatistica, foram realizados dois
testes: uma ANOVA multifatorial (Analise de variancia), para comparar a agdo genotoxica
entre 0s grupos experimentais; e o teste de Mann-Whitney para verificar a influéncia do sexo
no aparecimento do dano genético dentro de um mesmo grupo tratado. O agrotoxico
Ciromazina demonstrou ser mutagénico e altamente genotdxico na concentracdo do grupo
C2, além de apresentar uma diferenca significativa entre os sexos no grupo C1. Ja o pesticida
Mancozeb mostrou ser genotdxico na concentracdo do grupo C2, e foi constatado também
qgue houve diferenca significativa entre os sexos dos individuos do grupo C3. Através desta
pesquisar evidenciamos que mesmo em baixas concentragbes estes pesticidas oferecem
grandes riscos a saude humana e ao meio ambiente.

Palavras-Chave:Trigard 700 WP, Dithame NP, Mutagenicidade, Micronlcleo e Ensaio

Cometa
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ABSTRACT

Pesticides are widely used worldwide to protect crops against pests and diseases, and public
health vector control that cause diseases to humans. However, exposure to these products
can pose serious risks to human health and the environment. Literature reports on genotoxicity
of isolated commercial formulations of pesticides is quite escaca, since most research is
concerned with studying the effect of mixtures of these compounds. Thus, this study
conducted a biomonitoring in vivo using mice Mus musculus, to evaluate the acute
genotoxicity through isolated ingestion of pesticides Cyromazin (Trigard WP 700) and
Maconzeb (Dithame NT) at low doses. The micronucleus test and the comet assay were
performed to evaluate respectively mutagenicity and genotoxicity of these pesticides. Being
used 80 mice were divided into eight groups of 10 animals (five males and five females).
Administrations were made by gavage and each animal received 1 mL of the solution,
according to the group to which he belonged:; negative control group received only the vehicle
dilution (distilled water) for Cyromazin three experimental groups were used: C1 with , the
concentration of 2,5.10-4 mg / kg, C2 with the concentration of 5.10-4 mg / kg, and C3 with a
concentration of 5.10-3 mg / kg for the three experimental groups Mancozeb were also used
with C1 the concentration of 3,76.10-4 mg / kg, with a concentration of C2 7,52.10-4 mg / kg,
and C3 at the concentration of 7,52.10-3 mg / kg and for the positive control group were
administered via injection intraperitoneal 20 mg / kg bw cyclophosphamide. In the statistical
analysis, two tests were performed: a multifactor ANOVA (analysis of variance) to compare the
genotoxicity between experimental groups, and the Mann-Whitney test to check the influence
of sex on the onset of genetic damage within a group treated. The Cyromazin pesticides
proved to be highly mutagenic and genotoxic in the concentration of C2 group, besides
presenting a significant difference between the sexes in C1. Have the pesticide Mancozeb was
found to be genotoxic in the concentration of C2 group, and was also found that there was
significant difference between the sexes of individuals of the C3 group. Through this research
we showed that even at low concentrations of these pesticides offer great risks to human

health and the environment.

Keywords:Trigard 700 WP, Dithame NT, Mutagenicity, Micronucleus and Comet Assay
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CAPITULO 1

1.1 Introducéo

O uso do termo “Agrotoxico” é bastante abrangente, tal como sua utilizacdo no Brasil
que foi iniciada em 1943. Nessa época, chegaram as primeiras amostras do inseticida DDT
(Dicloro-Difenil-Tricloroetano), que foi usado para prevenir e evitar a irradiagdo de diversas
doencas, como a maléria, febre amarela, doenca do sono, tifo, oncocercose e muitas outras
doencas transmitidas por vetores (SPADOTTO, 2007).

Desde entdo, os pesticidas tém sido, uma excelente alternativa principalmente para o
desenvolvimento das nacdes em seus esforcos para erradicar as doencas endémicas
transmitidas por insetos, para aumentar o redimento e a qualidade da producdo de
alimentos para a agricultura e para proteger as florestas, plantacdes e fibras (SOLOMON et
al.,2010). Embora o seu uso oferegca uma gama de vantagens na economia, na agricultura e
no combate a alguns vetores de doencas, ndo se pode negligenciar os riscos dos
praguicidas para a saude e para o meio ambiente, como descrita pela primeira vez por
Rachel L. Carson, em seu livro Primavera Silénciosa (Silent Spring) em 1962 (Figura 1)
(MOURA, 2008).

Dentre seus varios estudos Rachel Carson elucidou pela primeira vez o perigo no
uso do DDT, inseticida largamente utilizado pela populagcdo daquela época, e outros
produtos quimicos utilizados como pesticidas. O mais alarmante ndo era apenas a
toxicidade, mas também sua capacidade de persistir em organismos através da acumulacao
nos tecidos adiposos. Carson relata em seu livro Silent Spring que ao estudar a estrutura
organizacional de uma regido agricola dos Estados Unidos da América (EUA), observou a
danosa acao dos pesticidas ao homem e ao meio ambiente. Ela observou que em uma area
pulverizada com DDT para acabar com uma invasdo de uma espécie de besouros,
conseguiu exterminar metade dos besouros. Com a morte desses animais um grande
namero de aves insetivoras, foram atraidas para se alimentar uma vez que com a morte dos

besouros tinha um oferta de alimento facilmente acessivel. A chuva, ao cair naquele solo



tratado com o DDT, varreu 0os 0os componentes quimicos, o que afetou os vermes e
formaram-se pocas contaminadas, cuja agua era bebida por alguns animais que acabavam
contaminados pelo DDT. Esquilos, ratos almiscarados, coelhos ou raposas tigrillo
comecaram a morrer. Algumas aves sobreviventes ficavam estéreis ja que o DDT impede o
endurecimento da casca de ovo; assim 0s ovos se tornam frageis e se quebram antes do
nascimento dos filhotes. Como o DDT estava subindo niveis troficos, ou seja, passando dos
produtores para os mais diversos estagios de consumidores, foi visto que a sua
concentracdo aumentava nos tecidos animais, isto é facilmente explicado uma vez que este

composto se acumula no tecido adiposo dos animais (CARSON, 2010).
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Figura 1: Rachel Carson, ano de 1962. (Foto original de Marco, Hollingworth & Durhan, com

permisséo do Rachel Carson Council Inc.) Capa do bestseller Silent Spring. (Original de R.M. Moura)

Esse uso frequente, e muitas vezes incorreto, de agrotoxicos pode causar a
contaminagdo dos solos, da atmosfera, das &guas superficiais e subterraneas, dos
alimentos, apresentando consequentemente, efeitos danosos em organismos aquaticos e
terrestres. Nos seres humanos a exposi¢do aos agroquimicos, seja através de exposi¢do
ambiental ou ocupacional, pode ocasionar danos a salde se as exposicfes forem
frequentes, mesmo que seja em pequenas doses (CASTRO et al., 2009).

InvestigacBes epidemioldgicas tém sido conduzidas para determinar se ha qualquer

relagdo entre a exposicdo aos pesticidas e as doengas (De Roos et al, 2005). Os



biomonitoramentos de populagbes humanas sdo um sistema de alerta precoce para detectar
os efeitos adversos no sistema endécrino (GROTE et al, 2004; HAYES et al, 2002; LAVADO
et al, 2004; NICOLOPOULOU et al, 2001; e REEDER, 2005), imunologico (CHRISTIN et
al., 2003; GALLOWAY et al, 2003; QING LI et al, 2007; STEERENBERG et al, 2008;
CORSINI et al, 2008), nervoso (JIA et al, 2007; BETARBET et al, 2000; MORETTO et al.,
2011; BALDI et al, 2002) e reprodutivo (BRETVELD et al, 2006; ELBETIEHA et al, 2001;
HANKE et al, 2004) em populagbes agricolas. Ao passo que danos no DNA tém sido
relacionados a exposicdo a pesticidas, levando a abortos (PETRELLI et al, 2000;
ARBUCKLE e SEVER, 1998; ESKANAZI et al, 2004). Nessa perspectiva doencgas
degenerativas tem sido enfocadas (ENGEL et al, 2001; GAUTHIER et al, 2001; JENNER,
2001) além de desenvolvimento neoplasico (LA VECHIA et al, 1989; JI et al, 2001;
ACQUAVELLA et al, 2003; JAGA e DHARMANI, 2005). Estudo realizado por Araljo em
2000, em trabalhadores da cultura de tomate no Estado de Pernambuco demonstrou que
70% das mulheres entrevistadas sofreram aborto espontaneo. Entretanto, ainda é
insuficiente o nimero de trabalhos que mostre o potencial genotdxico destas substancias no
organismo humano exposto através da alimentacdo a baixas doses de ingestdo diaria
aceitavel.

A necessidade do mercado consumidor atual, que busca cada vez mais a qualidade,
ainda que esta seja apenas aparente do produto, tem feito com que os agricultores recorram
cada vez mais ao uso dos defensivos agricolas. Como consequéncia dessa grande
utilizacdo, os consumidores se expdem aos pesticidas e estao sujeitos as consequéncias de
tal exposicdo. O conhecimento sobre a genotoxidade dos agrotéxicos utilizados no Brasil é
de extrema importancia, visto que estas substancias sdo capazes de afetar os mais variados

tipos de ecossistemas e assim interferir no funcionamento do equilibrio natural e
essencial para a sobrevivéncia das espécies. As moléculas precursoras dos agrotoxicos
podem interagir com os acidos nucleicos, e como consequéncia desencadear processos de
mutagéneses, teratogéneses e carcinogéneses que influenciard de forma intensa na
ocorréncia de diversas doencas. Podem ainda interferir na permanéncia desta espécie na
natureza. Desta forma, este trabalho visou contribuir para os estudos na area ambiental e
saude humana acerca da utilizacdo dos agrotéxicos no meio ambiente ao avaliar a
genotoxicidade e mutagenicidade causadas pelos pesticidas Ciromazina e Maconzebé a

partir da administragéo de baixas doses.



1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo Geral

Avaliar a acdo genotodxica aguda através da ingestao de baixas doses das formulacdes

comerciais de dois praguicidas: Trigard 750 WP e Dithame NT, o primeiro tem como

principio ativo a Ciromazina e o segundo tem em seu principio ativo o Maconzeb.

1.2.2. Objetivos Especificos
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Avaliar a frequéncia de micronlcleos em reticul6citos de sangue periférico de
camundongos Mus musculus tratados com as formula¢cdes comerciais isoladas dos
pesticidas Trigard 700 WP, a base de Ciromazina, e o Dithame NT, a base de

Mancozeb, em trés concentracdes abaixo do indice de dieta aceitavel (IDA).

Avaliar a frequéncia de danos ao DNA, pelo ensaio cometa, de células sanguineas
de sangue periférico de camundongos Mus musculus tratados com as formulagfes
comerciais isoladas dos pesticidas Trigard 700 WP, a base de Ciromazina, e o
Dithame NT, a base de Mancozeb, em trés concentracées abaixo do indice de dieta
aceitavel (IDA).

Avaliar a agdo genotdxica entre os sexos masculinos e femininos tratados com as
formulacbes comerciais isoladas dos pesticidas Trigard 700 WP, a base de

Ciromazina, e o Dithame NT, a base de Mancozeb, submetidos a mesma

concentracdo abaixo do indice de dieta aceitavel (IDA).



1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Histéria dos Agrotoxicos no Brasil

A inddstria de agrotoxicos iniciou-se na Primeira Guerra Mundial. Nesta época as
pesquisas se preocupavam em desenvolver moléculas téxicas que fossem empregadas
como poderosas armas bélicas. Pesquisas subsequentes, realizadas entre fins da década
de 1930 e no decorrer de 1940, identificaram que estas armas quimicas eram letais contra
pragas que atacavam as culturas agricolas (ZAMBRONE, 1986).

Embora a industria de agrotdxicos tenha surgido com a Primeira Guerra, seu uso foi
efetivamente difundido com o término da Segunda Guerra Mundial em 1945. Quando as
empresas do ramo quimico buscavam novos mercados consumidores para reaproveitar as
moléculas toxicas desenvolvidas para fins bélicos. Foi neste periodo que foram criadas
entdo empresas como Bayer, Basf, Hoescht, DuPont, que se utilizavam das moléculas
toxicas para producdo de agrotoxicos organossintéticos (BULL e HATHAWAY, 1986).

Estrada (1998) agrupa a histéria dos pesticidas em trés etapas. A primeira, qguando foi
descoberta, acidentalmente, a acdo praguicida de alguns elementos naturais como: enxofre,
cobre, arsénio e fésforo. Os gregos ja haviam utilizado sulfur (enxofre) para combater certas
pragas, € 0s romanos queimavam betume para remover insetos das plantacfes de uva. Em
meados de 1800, a London Horticultura Society recomendava o uso de sulfur para combater
os fungos que apareciam nos pessegueiros. Na Franca, ho mesmo ano, foi descoberto que
0 uso de uma mistura feita a base de cobre poderia destruir fungos de forma muito eficaz.

A segunda etapa foi marcada pelo uso de diferentes Oleos inseticidas e pelo
desenvolvimento do primeiro agrotoxico sintético, o dinitro-2-cresilato de potassio, que foi
comercializado na Alemanha. No comeco de 1900, foram introduzidas substancias
inorganicas e, ao final de 1932, iniciou-se a comercializacdo de produtos para combater
pragas domésticas (ESTRADA, 1998).

Antes da Segunda Guerra Mundial, a maior parte dos produtos utilizados para

combater as pragas eram inorganicos que, como regra geral, sdo aqueles compostos que



ndo possuiam atomos de carbono na sua molécula quimica ativa. Sendo a maioria destes
compostos formados a partir da combinacdo de varios metais pesados, como mercario,
arsénico e chumbo. Apesar de terem sido banidos por causarem efeitos toxicos em longo
prazo, alguns elementos inorgénicos sdo ainda utilizados. Segundo Alves Filho e Prado
(2002), a utilizacdo desses tipos de elementos quimicos traca o marco histoérico conhecido
como a “primeira geracao” de agrotoxicos (ALVES FILHO e PRADO, 2002).

A terceira etapa definida por Estrada (1998) corresponde ao periodo da Segunda
Guerra Mundial, que propiciou a criacdo de trés novos produtos: o inseticida DDT (dicloro—
difenil-tricloroetano) desenvolvido pelo quimico suico Paul Hermann Miuller em 1940, os
inseticidas organofosforados e os herbicidas de acdo seletiva. Esses produtos séo
considerados a “segunda geracdo” de agrotoxicos, incluindo ampla gama de compostos
organicos sintéticos, ou seja, organico por possuir ha sua molécula ativa atomos de carbono
e sintético por ser elaborados pelo homem. Desde entdo, tém-se desenvolvido venenos
potentes contra pragas, sendo a maior parte deles organoclorada e organofosforada.
(ESTRADA, 1998)

Em 1943 chegaram ao Brasil as primeiras amostras do pesticida DDT, o qual teve seu
uso descoberto como um potente inseticida, sendo usado para prevenir e evitar a irradiacéo
de diversas doencas, como: malaria, febre amarela, doenca do sono, tifo, oncocercose e
muitas outras doencas transmitidas por vetores (SPADOTTO, 2006). Assim, esse composto
passou a ser chamado de milagroso p6 branco e as pessoas saiam as ruas para serem
expostas a pulverizacdo do DDT em programas de saude publica, objetivando a prevencéo
dessas doencas, uma vez que o indice de mortalidade decorrente da propagacao delas era
alto (Figura 2). Acreditava—se que, se utilizado corretamente, ndo causaria nenhum mal em
humanos nem aos animais domésticos, pois ndo induziam nenhuma sintomatologia imediata
gue pudesse ser notada. Sendo assim, foram utilizados em larga escala na agricultura, nas
residéncias e na saude publica. O efeito nocivo contra os vetores era imediato, o que
ressaltava a ilusdo de que o DDT ndo trazia nenhum problema para a satde do homem e
dos animais domeésticos, pois ndo ocorria nenhum tipo de intoxicacdo aguda (MOURA,
2007).
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Figura 2: Populagdo sendo pulverizada pelo DDT, como medida de prevenir doencas. Imagem
disponivel na internet: http://www.ff.up.pt/toxicologia/monografias/ano0708/g28 ddt/historia_ficheiros/
image001.jpg

Em 1975 o Plano Nacional de Desenvolvimento (PND) destinou parte de recursos
financeiros para a criacdo de empresas nacionais e a instalagdo no pais de subsidiarias de
empresas transnacionais de insumos agricolas. Além de estimular o uso dos agrotéxicos
através do financiamento agricola, que destinava obrigatoriamente um valor para a
aquisicao de praguicidas a serem utilizados na agricultura (SILVA et al., 2007).

Outro fator que colaborou de forma marcante para a vasta disseminacdo da
utilizacdo dos agrotoxicos Brasil foi o marco regulatério defasado e pouco rigoroso que
facilitava o registro de centenas de substancias toxicas, muitas das quais ja proibidas por
determinagfes legais nos paises desenvolvidos (SILVA, J.M. et al., 2005; PELAEZ et al.,
2010). S6 ap6s 14 anos, ou seja, no ano de 1989, é que foi instituida a lei 7.802 que
regulamentaria a utilizacéo dos agrotoxicos.

A partir do ano de 2008 até os dias atuais o Brasil passou a ocupar o primeiro lugar
no ranking dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo, ultrapassando os Estados
Unidos (ANVISA, 2013). Como podemos observar segundo os dados da Associacdo

Brasileira das Industrias de Quimica Fina, Biotecnologia e suas Especialidades (ABIFINA),
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gue demonstra que o Brasil apresenta um déficit financeiro cada vez mais crescente no
decorrer dos anos, ou seja, a quantidade de defensivos agricolas importada pelo pais é
muito superior & quantidade exportada (Figura 3).
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Figura 3: Crescimento da importacdo anual dos agrotdxicos no Brasil desde o ano de 2005 até 2012,
segundo dados da ABIFINA.

Com esta grande procura, cresceu o uso indiscriminado de agrotéxicos, resultando
em intoxicacbes de diferentes graus que atingem agricultores, consumidores e varias
espécies de animais e vegetais, tornando-se um problema de salde publica e ambiental
(PERES et al.,2005). E valido salientar também que nos ultimos anos o Brasil se tornou o
principal destino de produtos banidos no exterior. Segundo dados da ANVISA, sdo usados
nas lavouras brasileiras pelo menos dez produtos banido de utilizagdo pela Unido Europeia
(UE), Estados Unidos, China e outros paises (ANVISA, 2010).

Com essa ma utilizacdo, cresceu 0 nimero de casos registrados de intoxicagao por
agrotéxicos no pais. Dados do Sistema Nacional de Informagdes Toxico-Farmacologicas
(SINITOX) demonstraram que no ano de 2009, foram registrados um total de 5.253 casos de
intoxicacdo por defensivos agricolas. Desse total, 886 casos foi registrado para a regido
nordeste, sendo Pernambuco o Estado com o maior nimero de intoxicagcao por pesticidas,
com 362 casos (SINITOX 2009).



1.3.2 Definicdo, Composicéao e Classificacdo dos Agrotoxicos

Os agrotéxicos, ou também chamados de praguicidas, pesticidas, biocidas,
fitossanitarios, defensivos agricolas e agroquimicos (TOMYTA, 2005) sao definidos de
acordo com a Lei Federal n. 7.802, de 11/07/1989, regulamentada pelo Decreto n. 4.074, de

04/01/2002, em seu artigo 2°, inciso |, como sendo:

“Os produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos destinados
ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou plantadas e de outros
ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composi¢éo da flora e da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de
seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimento”.

Os agrotéxicos sdo constituidos basicamente pelo ingrediente ativo e outros
componentes de formulagdo. O ingrediente ativo € o composto quimico na forma sélida ou
liquida responsavel diretamente pelo combate a praga ou doenca a ser tratada. Ja os
componentes de formulacdo, também chamados de ingredientes inertes, sdo definidos
como todo material que € adicionado para a preparacdo do pesticida além do ingrediente
ativo. Sendo assim, os componentes de formulagdo podem incluir carreadores, agentes
antipoeira, atraentes, encapsuladores, solventes, adjuvantes, emulsificantes ou adesivos.
Os ingredientes inertes tém funcdes importantes e indispensaveis para potencializar a
eficiéncia dos agrotoxicos, por serem capazes de aumentar a capacidade de pulverizacao,
aumentar a solubilidade, melhorar a capacidade de espalhamento, aumentar a estabilidade
dos compostos de sua formulagdo, aumentar a seguranca no manuseio, etc (SANTOS,
2002).

Com a grande diversidade de formulagbes comercias e em muitos casos,
formulacdes diferentes com 0 mesmo ingrediente ativo (Superintendéncia de Controle de
endemias - SUCEN, 2013), estima-se que no Brasil existam cerca de 300 principios ativos
em 2 mil formula¢des comerciais diferentes (PEDROSSO e VICENTE, 2007). Desta forma, é
importante conhecer a classificacdo dos agrotéxicos quanto a sua acdo, seu alvo, sua
toxicidade, sua periculosidade ambiental e grupo quimico a que pertencem. Essa
classificacdo também € util para o diagnoéstico das intoxicacdes e para a instituicdo de
tratamento especifico (OPAS/OMS, 2000).
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Quanto a acdo os agrotdoxicos podem ser sistémicos ou ndo sistémicos. Os nao
sistémicos tém acdo de contato (via dérmica), penetracdo, ingestdo e fumigante que
consiste na aspiracdo na forma gasosa dos pesticidas (via respiratéria). Esse por sua vez,
além de atingir a espécie-alvo € capaz de atingir outros animais, sendo também responsével
por causar alteragdes fisiolégicas do proprio vegetal (CHANDLER, 1997; DELLA LUCIA e
CHANDLER, 1987). Ja& o0s agrotoxicos sistémicos surgiram para propiciar um
aperfeicoamento na seletividade do combate a pragas e assim ndo matar os insetos nao
nocivos que poderiam estar ajudando na propria contencao das pragas, além de minimizar a
intervencdo na biodiversidade do meio ambiente da area tratada. Desta forma, ao ser
aplicado na lavoura, o agrotoxico com acao sistémica € transportado pela seiva do vegetal
em quantidade letal para a praga, sem prejudicar a planta e os demais animais
(CARVALHO, 2009).

Segundo Yamashita (2008), os agrotéxicos podem ser classificados de acordo com a
espécie-alvo em que irdo atuar como podemos observar na Tabela 1. Com relagdo aos
estdgios de desenvolvimento da espécie-alvo atingida os agrotoxicos podem ser
classificados também como: larvicida (que atua em larvas), Ovicida (que atua nos ovos) e

Adulticida (que atua nos adultos).

Tabela 1: Principais alvos de atuacao dos agrotoxicos

Classificacéo Alvo de Atuacéo
Inseticida Insetos
Acaricidas Acaros

Moluscocidas Moluscos

Nematicidas Nematelmintos
Bactericidas Bactérias
Fungicidas Fungos
Herbicidas Plantas Invasivas
Rodenticidas Roedores
Vermifugos Vermes
Desfolhantes Folhas indesejadas
Fumigantes Bactérias do Solo

Segundo a legislacéo atual brasileira cabe ao Ministério da Saude executar a avaliagéo

e classificagdo toxicologica dos agrotoxicos (PERES e MOREIRA, 2003). Quanto ao grau de
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toxicidade este é aferido segundo os resultados de testes e de estudos realizados em
laboratorios, estabelecidos pela portaria n°3/MS/SNVS, de 16 de janeiro de 1992, da
Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A classificacdo toxicologica traz um importante
alerta para os efeitos a salde humana provocada por esses compostos. O teste mais
utilizado para aferir a toxicologia é realizado em animais e baseado na DL50, ou seja, dose
letal que consegue matar 50% das espécies em teste com uma determinada concentracao.
De acordo com SOUZA (2006) a DL50, expressa em mg/kg de peso corpdreo, “é uma
estimativa estatistica relativa & menor dose de uma substancia que, se administrada em
dose Unica, é capaz de matar metade da populagdo de ratos em estudo. Assim, quanto
menor a DL50, maior a toxicidade do produto”. Desta forma, esta classificacdo diz respeito
exclusivamente para gquem manuseia o produto, sendo importante como medida de
seguranga para os que trabalham na produgdo, na embalagem, no armazenamento, no
transporte, no preparo e na aplicacdo dos pesticidas. E valido salientar que esta
classificagdo ndo se relaciona com a exposi¢cao a longo prazo e com a seguranca ambiental
(STUTZER e GUIMARAES, 2003; FARIA, et al., 2007). No Brasil os pesticidas s&o
classificados em classes toxicolégicas que variam de | a IV. Para cada uma das classes
temos como definicdo: classe | - produtos extremamente toxicos; classe Il - produtos
altamente toxicos; classe Il - produtos medianamente toxicos; e a classe IV- produtos pouco
téxicos. Por determinacéo legal, o rétulo de um pesticida deve conter a classe toxicoldgica a
qual pertence, sendo atualmente representada por uma faixa colorida na parte inferior da
embalagem, conforme demonstrado na Figura 4 (GARRIDO & SONEGO, 2003).

Segundo dados do Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios — AGROFIT, para cada
classe toxicoldgica ainda existem algumas recomendacdes para a sua manipulacao: Para a
classe | - somente devem ser utilizados por operadores profissionais licenciados, que
tenham conhecimento da quimica, usos, perigos e precauc¢ao no uso; para a classe Il -
devem ser utilizados por operadores que aplicam, seguindo estritas condi¢cdes controladas,
supervisionadas e treinadas; para a classe Il - seus operadores devem observar as normas
rotineiras de seguranca na aplicacdo; para a classe IV — devem ser utilizados por operdores

treinados que observem medidas de protecao rotineiras (AGROFIT, 2013 ).
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Figura 4: Classificacdo toxicologica de acordo a legislagdo brasileira que segue o padrdo de faixas
coloridas (vermelha, amarela, azul e verde) impressas nos rotulos das embalagens dos defensivos

agricolas.

O grau de toxidade ambiental de cada praguicida, também chamado de potencial de
periculosidade ambiental (PPA), é determinado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA (PERES e MOREIRA, 2003), 6rgédo do
Ministério do Meio Ambiente. Esta classificacéo é feita considerando a legislacdo ambiental
atual, que requer estudos e testes, que sdo divididos em quatro grupos: testes fisicos-
guimicos; testes de toxicidade para organismo ndo alvo (ecotoxicologicos); teste de
comportamento do composto no meio ambiente, através da utilizagdo de estudos de
biodegradabilidade, sor¢éo (absorcéo/dessor¢éo) e de mobilidade; testes de toxicidade para
animais superiores, incluindo potencial genotéxico, embriofetotoxico e carcinogénico
(STUTZER et al., 2003). De acordo com estes parametros, os pesticidas sdo definidos em
classes, que variam de | a IV conforme a Tabela 2 (GRISOLIA, 2005).
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Tabela 2: Classificacéo toxicolégica ambiental, ou também chamada de periculosidade ambiental dos
agrotoéxicos.

Classe Classificacdo do produto

[ Produto Altamente Perigoso
Il Produto Muito Perigoso
i Produto Perigoso

v Produto Pouco Perigoso

Para a classificagcdo quimica, os agrotoxicos podem ser classificados de acordo com a
composicao estrutural das moléculas que fazem parte do seu principio ativo em organicos
(apresentam atomos de carbono em sua estrutura quimica) e os inorganicos (possuem na
metais pesados como o0 arsénico, mercurio, chumbo e cobre em sua estrutura quimica)
(CARAPETO, 1999). Ao observar o agrupamento quimico estas moléculas recebem outra
classificagdo a depender do radical que compde o pesticida (Tabela 3), tendo como
principais classifica¢cdes: carbomatos, ditiocarbomatos, organoclorados, organofosforados,
piretrinas e as triazinas. (GARCIA, 2001).

Tabela 3: Principais grupos quimicos dos agrotdxicos e as suas principais caracteristicas.

Classificacéo Formula Quimica Estrutural Caracteristicas Principais
Ditiocarbamatos Ex: Mancozeb v Derivados do Acido
— — Carbamico
v" Usados como fungicidas,
ZH—HH—Z —5 ..
z ~ acaricida
flr | tZrs
ZH—HNH—Z —35 -
I id
L v" O grupo pode ser dividido

em: dimetilditiocarbamato

(ferbam,metam, tiram e
ziram) e os etileno-bis-
ditiocarbamatos (Maneb,
mancozeb,metiram,
propinebe e zineb.
(SILVA, 2005)
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Carbomatos

Organofosforados

Ex: Carbofuran

g

o

CHxs
CHay

H
TCHs

Ex: Parathion

o Yok
ity

Derivados do  Acido
Carbamico

Utilizados como
herbicidas, fungicidas,
nematicidas e inseticida
S&0 compostos instaveis
e facilmente degradado
S&o lipossoluveis

Sua acgdo ocorre com 0
contato e ingestéo,

Sao inibidores das

enzimas colinesterase

Derivados do  Acido
Fosférico tem carbono e
fésforo em sua molécula.
Apresentam classificagédo
desde extremamente
toxicos até aqueles com
baixa toxicidade

Sao biodegradaveis,
tendo duracdo de 1 a 3
meses no solo

S&do muito téxicos para o
ser humano e o©s
vertebrados, sendo
responsavel por grande
nameros de intoxicagdes
e mortes no pais

O modo de agdo é por

contato e ingestao.
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Piretroides

Triazinamina

Ex:Cipermetrina

vy

B4

Ex: Ciromazina

HZN?INTNH—Q
\f

NH,

\

Derivado da piretrina,
extraido a partir da flor
Crysanthumum
(pyrethrum)
cinenariaefolium

Sao inseticidas
Apresenta uma  alta
eficiéncia, sendo
necessarias menores
guantidades de produto
ativo, resultando em
menor contaminacdo nas
aplicacbes

S80 0s compostos de
mais rapida acdo na
interferéncia da
transmissdo de impulsos
Nervosos.

Podem possuir efeito
repelente, espantando os
insetos ao invés de

elimina-los.

Inseticida
Derivado
Utilizados nas culturas de
batatas, crisantemo,
feijao, feijdo-vagem,
melancia, meldo, pepino

e tomate
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Organoclorados

Ex: DDT

cl

CCl;
CH

Cl

Grupo  pioneiro  dos
praguicidas sintéticos
Séao derivados do
clorobenzeno, do
ciclohexano ou do
ciclodieno

Possui o Cloro em sua
molécula

Altamente Persistente no
meio ambiente levando
até 30 anos no solo

Baixa solubilidade em
agua

Acumulacdo nas cadeias
alimentares.

Acumula-se nos tecidos
adiposos dos seres vivos
Sao volatil

70,3% estdo entre a
classificacdo | e I,
extremamente e
altamente toéxico para o
ser humano

Seu uso esta esta
proibido ou severamente
restringido em diversas
partes do mundo

Atuam por ingestdo e
contato, bloqueando a
transmissao dos

impulsos nervosos
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Os efeitos da contaminacéo por agrotdxicos ndo ocorrem apenas nos trabalhadores
expostos, ocorre também a contaminacdo do solo, da atmosfera, das dguas e alimentos.
Além de colocar em risco a populacdo que consome o que é produzido no campo. Tal
contaminacdo pode, ainda, alterar o funcionamento dos ecossistemas (FEHLBERG et al.,
2003). Diante desse cenario é de extrema importancia o conhecimento das classificacbes
dos agrotdxicos, pois através delas podemos minimizar danos ocasionados pelo
desconhecimento e pela falta de cuidado ao manipular esses compostos. A classificacdo
poderia, por exemplo, influenciar na distribuicdo dos agrotéxicos no ambiente de aplicacéo,
fazendo com que os produtos de maior periculosidade sofram restricbes de uso, conforme
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude - OMS (COPPLESTONE,1988; OMS
1990), pela Organizacdo Para a Alimentacdo e Agricultura - FAO (FAO, 1990) e pela
Agéncia Ambiental dos Estados Unidos — EPA (GARCIA, 2001). Pesquisas feitas com
trabalhadores rurais ressaltam a falta de conhecimento sobre o produto que estédo
manipulando (DOMINGUES, 2004; GRISOLIA, 2005; SILVIA et.al.,, 2005; DAMS, 2006),
tornando-os agentes causadores e potencializadores de danos a saude humana, animal e
ao meio ambiente.

Os efeitos adversos a saude humana e ao meio ambiente estdo diretamente
relacionados com o uso de pesticidas, dependem do perfil toxicolégico do produto, do tipo e
intensidade da exposicdo e da susceptibilidade da populacdo exposta (DELGADO e
PAUMGARTTEN, 2004). Os trabalhadores rurais ao utilizarem agrotdxicos contaminam o
local de trabalho e atingem em maior ou menor intensidade a si préprios, a producao e o
meio ambiente, ocasionando os mais variados graus de intoxicagdes (PIGNATI et al.,2007).
Moreira (2003) estimou que o numero de individuos contaminados por agrotéxicos no Brasil,
em meados da década de 90, era de 540.000 casos com aproximadamente 4.000 mortos.
Tal fato demonstra a necessidade do conhecimento a respeito da classificacdo toxicoldgica,
do correto manuseio, aplicacéo e descarte dos agrotdxicos para tentar de minimizar danos a

saude publica e ambiental.
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1.3.3 Genotoxidade Ambiental

Os seres vivos estao expostos a acdes de humerosos agentes potencialmente toxicos
e a diferentes tipos de substancias mutagénicas, ou seja, substancias que podem induzir
danos na molécula de DNA dos organismos e assim comprometer o funcionamento normal
dos seus sistemas. Esses agentes podem ser fisicos, quimicos ou biolégicos e podem
provocar efeitos fisiol6gicos, bioquimicos e genéticos (ARNAIZ, 1995), afetando assim
processos vitais como a duplicacdo e a transcricdo génica. Além de poder provocar
alteracdes cromossdmicas, 0 que resultard em processos cancerosos e morte celular. Por
serem capazes de causar les6es no material genético, essas sustancias sdo chamadas de
genotdxicas (MENKE, 2001).

Quando lancados no ambiente, 0os agrotéxicos sao capazes de interagir com 0s
organismos vivos, causando multiplas alteracdes que podem gerar graves desequilibrios
ecoldgicos, dependendo do grau de contaminacdo e do tempo de exposi¢cao (YOUNES,
2000). Os riscos da dispersdo desses compostos nao se limitam apenas aos agricultores,
gue estdo em contato direto com os pesticidas. Os residuos das aplicacdes podem se
distribuir, degradar ou acumular nos mananciais de agua superficial e subterranea, no solo,
na atmosfera e nos seres vivos (GRISOLIA, 2005)

Numerosos trabalhos tém revelado a presenca de niveis alarmantes de agrotoxicos nos
mais variados tipos de ecossistemas (FINIZIO et al., 2001; FANTKE et al.,2012; DOSSIE
ABRASCO, 2012). A quantidade dos pesticidas no meio ambiente poder interferir
diretamente no equilibrio genético das populagbes, propiciando a vulnerabilidade dos
organismos, o declive da diversidade e possivelmente a extincdo da espécie (DALLEGRAVE
et al., 2006).0s fatores determinantes da dindmica dos pesticidas ho meio ambiente sdo a
sua forma de uso, as caracteristicas ambientais e as propriedades fisico-quimicas de seu
principio ativo do pesticida (DORES e DE- LAMONICA-FREIRE, 1999).

Sendo valido ressaltar que cada agrotéxico tem um tempo de meia vida para se
degradar ou ser metabolizado por enzimas do préprio produto para se transformar em um
metabdlito. Entretanto, em alguns casos esses metabdlitos podem ser muito mais toxicos e
nocivos ao meio ambiente do que composto original (GRISOLIA, 2005).

Além da contaminacdo do meio ambiente, estes residuos podem chegar ao homem

através da cadeia alimentar. Os alimentos plantados no campo e comercializados nas
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cidades apresentam um grande teor de residuos de agrotoxico (SILVA, 2012), isto é
facilmente explicado devido a contaminagéo dos alimentos durante a aplicagdo em uma das
fases do plantio, do transporte ou do armazenamento. Aliado a este fator pode ser citado
também a falta de higienizacdo adequada destes alimentos antes do consumo humano.
Segundo dados do Programa de Andlises de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA) da ANVISA, um terco dos alimentos consumidos cotidianamente pelos brasileiros
esta4 contaminado com agrotéxicos (ANVISA, 2011). Todas as pessoas séo inevitavelmente
expostas aos agrotoxicos através da contaminacdo ambiental ou ocupacional. A populacéo
em geral esta exposta aos residuos de pesticidas, incluindo os produtos de degradacgéo
fisicos e bioldgicos no ar, 4gua e alimentos (BOLOGNESI, 2003).

O PARA é responsavel por determinar o indice de Dieta Aceitavel (IDA), que é a
estimativa da quantidade de substancia no alimento ou bebida, expressa em base de peso
corporeo, que pode ser ingerida diariamente por toda vida sem risco apreciavel, é
estabelecida em unidades de miligrama por kilograma de peso corpéreo (mg/Kg p.c.)
(ANVISA, 2013). Segundo o ultimo levantamento, realizado em 2011, 37% das amostras
nao apresentaram residuos de agrotoxicos, 35% estavam com niveis de residuos abaixo do
Limite Maximo de Residuo (MRL) e 28% foram consideradas insatisfatorias pela presenca
de agrotoxicos ndo autorizados ou acima do MRL. Embora a exposi¢do pela dieta seja em
geral baixa (ug.kg™ de alimento), grandes setores da populacdo podem ser expostos por
meio dessa via praticamente por toda vida (SOLOMON et al., 2010).

Em humanos, sabe-se que um baixo grau de exposi¢cdo esta associado a resultados
negativos para danos citogenéticos e, em contraste, resultados positivos séo relacionados a
populacdes com altos niveis de exposicdo. E importante ressaltar que a exposicdo cronica a
baixas doses € cumulativa e também pode induzir tais danos (BOLOGNESI, 2003).
Entretanto, ainda é insuficiente o nimero de trabalhos que mostre o potencial genotoxico
destas substéncias no organismo humano, através da alimentacdo baseada em doses
abaixo da IDA.

Na tentativa de minimizar e de aprimorar estudos sobre a genotoxicidade ambiental dos
pestidas, houve nos ultimos anos um grande interesse em desenvolver testes rapidos e
simples para identificar substancias com atividade genotoxica. Diversos métodos s&o
usados para detectar efeitos biol6gicos precoces decorrente da exposicdo a agentes que
causam danos ao DNA (SIMONIELLO et al, 2008). A utilizacdo de organismos
experimentais e bioensaios tém permitido a quantificacdo e o reconhecimento de uma ampla
gama de substancias com atividade genotdxica (OBE et al., 2004), assim como o teste do

micronucleo (MN) e o ensaio cometa, sdo importantes ferramentas usadas como
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marcadores de danos genéticos, causados por diversos agentes mutagénicos e

genotoxicos.

1.3.4 Teste do Micronucleo

O teste do micronucleo (MN) foi originalmente desenvolvido como um teste que utilizava
eritrocitos policromaticos de medula 6ssea de roedores (SCHMIDT, 1976) e mais tarde
estendido a eritrécitos circulantes (MACGREGOR et al., 1980). O micronucleo (MN) é
semelhante ao nucleo celular em forma, estrutura e propriedades de coloragédo, e pode
variar grandemente em tamanho (EL-SHAHABY, 2003). Os MNs sao resultado da perda de
fragmento(s) cromossémico(s) ou de cromossomo(s) inteiro(s), podendo ser induzido por
agentes que danificam diretamente o cromossomo produzindo quebras (clastogénese), ou
por agentes que afetam o fuso mitético (aneugénese), como visto na Figura 6
(NATARAJAN, 2002). Os fragmentos ou cromossomos inteiros que nao se orientam para o
ndcleo das células filhas ficam perdidos no citoplasma. Ao redor deles forma-se o envoltério
nuclear, originando assim os micronucleos (Figura 5).

De acordo com Stopper & Miller (1997) uma das causas do aparecimento de células
micronucleadas seria a inducdo de alteragbes na maquinaria mitotica, principalmente,
alteracao no fuso e no cinetécoro. Outro fator causador do aparecimento do MN deve-se a
decorréncia da exposicao da célula ao agente de teste administrado e a sua capacidade de
agir e causar quebras e trocas cromossémicas.

Esse teste € um dos ensaios mais utilizados em avaliacdes genotoxicas, pois é bastante
eficiente devido ao grande numero de células que podem ser analisadas. Além de
representar uma maneira simples, rapida, de baixo custo e precisa de se estimar dano
genético induzido, sendo assim utilizado como uma ferramenta amplamente aplicavel para
testar o efeito de compostos quimicos sobre as células (EL-SHAHABY, 2003). Aliado a
esses fatores o teste do micronucleo tanto pode ser realizado in vitro como in vivo
(KRISHNA et al., 2000).
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Figura 5: Formacao do micronucleo pelos efeitos (A) clastogénico e (B) Aneugénico. Figura adaptada

retirada da internet: http://www.uab.es/Imatge/242/472/micronuclisim.jpg

Diversos estudos sobre a genotoxidade dos agrotéxicos se utilizam do MN em células
da medula 6ssea ou do sangue periférico (HAYASHI et al., 1990). Podendo por sua vez ser
detectados e estudados nos seguintes tipos de células: hemacias maduras, a qual ja perdeu
0 seu material genético; nos reticuldcitos que sédo as hemacias imaturas, cuja qual apresenta
em seu interior RNA; e nos linfdcitos, células participantes do sistema imunolégico (Figura
6). Grover e Malhi, em 1985, ao utilizar o sangue da medula 6ssea de ratos albinos para
realizar o teste do microndcleo, puderam determinar a genotoxicidade de alguns pesticidas
organofosforados, demonstrando ser esse teste um dos mais sensiveis para bioensaios e

monitoramento dos efeitos genotdxicos no meio ambiente.


http://www.uab.es/Imatge/242/472/micronuclisim.jpg
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Figura 6: Trés diferentes tipos de celulas utilizadas para estudo do microndcleo. A seta aponta a
presenca do MN nas seguintes células: A - Reticulocitos Micronucleado; B - Hemécias micronucleada;

C - Linfdcito micronucleado que foi retirado de Zalancain L. et al., 2005.

Embora o micronucleo possa se originar espontaneamente, a sua indu¢do € comumente
utilizada para se detectar danos no material genético, resultantes da exposi¢cdo a um agente
mutagénico (HEDDLE et al., 1983). As consequéncias da formacdo do micronucleo,
produzido espontaneamente (devido a um erro no mecanismo de reparo por exemplo) ou
por inducdo, podem ser um passo tanto para a carcinogénese (BONASSI et al., 2006)
guanto para a eliminagdo do dano genético.

Desta forma, a ANVISA preconiza que para os defensivos agricolas serem langados
para o mercado consumidor brasileiro, esses devem passar por alguns testes de
genotoxidade. Avaliacdo da frequéncia de micronucleos in vivo é o teste preliminar em uma
bateria de testes de genotoxicidade recomendado pelos 6rgdos reguladores em todo o

mundo a ser realizado como parte da avaliagcdo de seguranca do produto (ANVISA).
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1.3.5 Ensaio Cometa

Este método foi desenvolvido por Ostling & Johanson (1984) e posteriormente foi
modificado por Singh et al., em 1988. Sendo também chamado de Eletroforese de Gel de
Célula Unica (SCGE-Single Cell Gel Eletrophoresis Assay). E um teste de genotoxicidade
capaz de detectar danos ao DNA em células eucariéticas induzidos por agentes alquilantes,
intercalantes e oxidantes (ERDTMANN et al., 2003; SILVA et al., 2008). Trata-se de uma
técnica ideal para avaliar a acdo genotoxica dos pesticidas, cujas composi¢cdes podem
apresentar substancias que tenham poder oxidante e sejam, assim, formadoras de radicais
livres nos sistemas biolégicos (LUZ et al., 2003). Os radicais livres sdo moléculas altamente
instaveis que reagem com as estruturas celulares. Consequentemente, modificam a
conformacédo estrutural dos lipidios e proteinas de membrana, alterando a permeabilidade
da célula (ANDRADE Jr., 2005), e que podem chegar ao nucleo celular e atingir o DNA de
modo a desencadear eventos importantes no processo de carcinogénese (FERREIRA,
1997).

Considerada por Monteith & Vanstone (1995) como uma das melhores ferramentas
para o biomonitoramento ambiental, o ensaio cometa pode ser utilizado para se avaliar
danos em células em proliferagdo ou néo, in vivo ou in vitro e pode ser aplicado com o
proposito de analisar a acdo genotoxica dos mais variados compostos.

Esse ensaio evidencia a ocorréncia de quebras na cadeia simples do DNA. As células
sdo colocadas sobre uma lamina coberta por uma fina camada de agarose, em seguida,
estas laminas sdo submetidas a uma solucdo de lise, para que o material genético destas
células seja exposto para a analise. Desta forma, o material genético assume a forma de um
“nucledide”. Isto se d4 em decorréncia do relaxamento do material genético e da retirada do
envoltério nuclear (UMBUZEIRO & ROUBICEK et al., 2006). Logo apos a lise, 0s nucleoides
sdo submetidos a eletroforese; € nessa etapa que sdo formadas as figuras chamadas
“‘cometas” quando a molécula de DNA sofreu quebras de fita dupla ou simples. Apls a
eletroforese, as células sédo coradas com corante adequado, e analisadas no microscépio de
fluorescéncia.

As células que apresentam um nucleo redondo séo classificadas com células normais,
ou seja, sem dano reconhecivel no DNA (Figura 7). Por outro lado, as células lesadas séo

identificadas visualmente por uma espécie de cauda, como de um cometa, que é formada
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pelos fragmentos do DNA que fora quebrado. Estes fragmentos podem ter diferentes
tamanhos, e ser classificados em categorias de acordo com o tamanho da migragéo do DNA
e consequentemente relacionados com o dano ocorrido. (FAIRBAIRN et al.,1995). Assim a
extensao média de migracdo de DNA entre as células, pode ser calculada gerando um
indice, chamado de indice de dano (DI).

Figura 7: Classificacao visual dos nucledides baseada no comprimento e quantidade de DNA na
cauda dos cometas. O dano classificado como 0 mostra a auséncia da quebra do DNA,ou seja, a
célula é classificada como normal. Nas demais classificagfes ocorre fragmentagdo do DNA. Imagens

de nucledides gerados a partir de leucécitos, corados por GelRed™ em microscopia fluorescente.

O ensaio do cometa € particularmente uma técnica valiosa e de baixo custo, que
permite a deteccéo de diferentes respostas celulares ao dano e reparo de DNA em qualquer
populacéo de células eucaridticas que pode ser obtida por uma suspensao simples (SASAKI
et al, 1997; KOSZ-VNENCHAK & ROKOSZ, 1997; MITCHELMORE & CHIPMAN, 1998). A
técnica requer pequenas amostras celulares (1 - 10.000 células) e os resultados podem ser
obtidos em um unico dia. Ostling & Johanson (1984) e Olive et al.(1990) mostraram que a
sensibilidade do ensaio cometa em detectar danos em células simples é comparavel a de
outros métodos de avaliacdo, sendo usado na investigacdo da genotoxicidade de varios
agentes (SINGH et al, 1988; TICE et al, 1990; OLIVE et al, 1991, 1992; BETTI et al, 1993;
MATSUMOTO et al, 2005).
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1.3.6 Estudos sobre o Agrotoxico Ciromazina

A Ciromazina (N-cyclopropyl-1,3,5-triazine-2,4,6-triamine) pertence ao grupo quimico
das triazinas (Figura 8). E usada como potente inseticida por ser altamente eficaz em
eliminar larvas de insetos ou deformar suas pupas, além de atuar sobre o inseto adulto
causando um rapido enrijecimento da cuticula que reveste o seu corpo fazendo com que
este animal ndo se desenvolva e tenha assim um curto periodo de vida (JEMAA e
BOUSHIH, 2010). Foi desenvolvida para controle de miiase cutanea que acometia 0s ovinos
(EL-GAZZAR et al, 1988; GRAF,1993).

O composto ativo foi registrado primeiramente no estado de Nova lorque em 1986, é
comercializado na forma de um pé molhavel, que ao ser solubilizada em agua pode ser
facilmente pulverizada e, assim, dispersa no meio ambiente. No Brasil, a ANVISA determina
o seu IDA como sendo de 0,02 mg/kg p.c.. A sua utilizacdo é autorizada para controlar
pragas que atacam as culturas de batatas, crisantemo, feijdo, feijdo-vagem, melancia,
mel&o, pepino e tomate (ANVISA, 2013).

A ciromazina pode ser metabolizada via reactes de desalquilagdo em plantas e animais
e submetidos a degradacdo do meio ambiente para formar melamina (COOK e HUTTER,
1981; RAWLINGS et al., 1998; LIM et al, 1990). Os primeiros estudos com a melamina
(1,3,5 -triazina- 2,4,6-triamina) em ratos demonstrou que este composto pode ser
cancerigeno (MELNICK et al., 1985), no entanto, a toxicidade pode ser devida a um efeito
segundario a partir do desenvolvimento de pedras na bexiga renais induzida por melamina
(HECK e TYL, 1985).

E valido salientar que o nimero de trabalhos a cerca da a¢do genotdxica da ciromazina

NOS organismos Vivos e para o meio ambiente € insuficiente.
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Figura 8: Formula estrutural da Ciromazina

1.3.7 Estudos sobre o Agrotoxico Mancozeb

O Mancozeb é um pesticida mundialmente utilizado como fungicida para proteger
frutas, legumes e outras culturas contra um largo espectro de doencas fungicas (GRISOLIA,
2005; DOMICO et al., 2006). Lancado em 1944, nos Estados Unidos, foi rapidamente
adotado como fungicida devido a sua eficiéncia no atague contra grande variedade de
fungos e fitopatologias causadas por fungos. Em estudo realizado por Delgado &
Paumgartten em 2004, revelou-se que o0 mancozeb foi o ditiocarbamato mais utilizado em
propriedades rurais, apresentando percentual de 44% de presenca, demonstrando o quanto
o fungicida € empregado nas culturas.

De acordo com dados da ANVISA, esse fungicida apresenta um IDA de 0,03 mg/kg
p.c e pertencente a classe dos ditiocarbamatos. Segundo Lemes et al. (2005), os
ditiocarbomatos s&o subdivididos em: Dimetilditiocarbomatos (DMDC), tendo como alguns
dos representantes o Ferbam, Ziram e Tiram; Etileno-bis-ditiocarbamatos (EBDC), como o
Mancozeb, Manebe, Zinebe e Metiram; Monometildimetilcarbomato, como o Metam sddico;
e por fim, o Propilenobisditiocarbamato, como o Propineb. Sendo um andalogo aos
carbonatos, os ditiocarbamatos apresentam em sua molécula atomos de enxofre em vez de
atomos de oxigénio (Figura 9). Sdo compostos derivados do acido ditiocarbamico, que
apresentam baixa toxicidade aguda. Os EBDC agem como inibidores multi-sitio no patégeno
e formam uma barreira na superficie da planta, prevenindo a penetra¢éo do fungo no tecido
vegetal (GISI e SIEROTZKI, 2008).



27

Carbonatos Ditiocarbonatos
A - 1 B

Ty
.

CH;—NH—=C—8—

| @n),

c”z_“”?-f-Ts_M"_
1 1
.S

L Jx

Figura 9: Formula estrutural dos carbonatos e ditiocarbonatos. Em A, sendo evidenciados os atomos
de oxigénio que compfem a molécula dos carbomatos. E em B, os 4&tomos de enxofre que compdem

os ditiocarbonatos.

A decomposicdo do mancozeb é complexa e resulta na formacdo dos seguintes
produtos: dissulfeto de carbono (CS2), sulfeto de hidrogénio (H2S), etileno diamina (EDA),
etileno bisitiouram dissulfeto (DIDT), etileno diisocianato (EDI), etilenotiouréia (ETU),
etilenouréia (EU) e o 2-imidazolina (WHO, 1988). Os efeitos biolégicos do mancozeb nos
organismos de mamiferos devem-se principalmente aos metabdlitos dissulfeto de carbono
(CS) e etilenotiuréia (ETU), sendo este o produto de maior importancia para estudos de
toxicologia do mancozeb (KOLANKAYA et al., 1989). Ao ser disperso no meio ambiente, o
ETU ocasiona uma série de riscos a exposicao de animais e do homem. Ocasionando 0s
homens distarbios do funcionamento da tiredide e desordens reprodutivas (BALIGAR e
KALIWAL, 2002; JOSHI et al, 2005; ROSSI et al.,, 2006). Evidéncias apontam para
carcinogenicidade (SHUKLA et al., 1990; BELPOGGI et al., 2002), neurotoxicidade
(NORDBY et al., 2005); efeitos no sistema imunitario (CORSINI et al, 2008; MEDJDOUB et
al, 2011; SRIVASTAVA et al, 2012) e reprodutivo (BALIGAR e KALIWAL, 2002; JOSHI et
al., 2005; ROSSI et al., 2006), de danos ao material genético, de atividade mutagénica e
teratogénica, tendo-se verificado que induz uma variedade de tumores de diferentes origens
em animais de laborat6rio assim como em trabalhadores rurais.

O Mancozeb é constituido por 58,13% ETU, 15% de Manganés (Mn+2), 1,8% de
Zinco (Zn+2?) e 25% de outros ingredientes inertes (KSHEERASAGAR e KALIWAL, 2003). A
presenca do manganés oferece riscos, pois exposi¢cdes prolongadas a esse composto, de
forma inalada ou oral, podem provocar efeitos adversos no sistema nervoso
(hiperirritabilidade, atos violentos e alucina¢gBes, denominado de loucura mangéanica) e na
respiracdo celular (mitocdndrias). Outras consequéncias sérias do aumento de manganés
sdo a oclusdo das coronarias, a artrite reumatoide e os efeitos mutagénicos (SHILS &
SHIKE, 1994). Os sintomas dos danos causados pela exposicdo dos trabalhadores a este

composto podem ser classificados como subclinicos, inicio da sintomologia, e o clinico. Os
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efeitos subclinicos podem ser os disturbios do sono, dores musculares, excitabilidade mental
e movimentos desajeitados. Em relacdo ao inicio da sintomatologia clinica, temos
transtornos da macha, dificuldade na fala, reflexos exagerado e tremor, enquanto na fase
clinica, aparecem sintomas de psicose maniaco-depressiva e sindrome que lembra o
Parkinson. Além de efeitos neurotdxicos, tem-se grande incidéncia de bronquites agudas e
asma bronquicae pneumonia ( HSDB 2000; BARCELOUX, 1999; WHO, 1981 E 1999).

De acordo com o Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT), o Mancozeb é
classificado como um fungicida de classificacdo toxicoldgica |, ou seja, como extremamente
toxico. Ja para a classificagédo de periculosidade ambiental estar enquadrado na classe Il, ou
seja, produto muito perigoso ao meio ambiente. Apesar de varios estudos indicarem uma
elevada toxicidade do Mancozeb, este continua sendo um dos pesticidas mais usados no
mundo, devido & sua eficacia, baixo custo e baixa persisténcia ho ambiente relativamente a
outros pesticidas.

Embora os estudos sobre os efeitos bioldégicos dos ditiocarbamatos tenham
aumentado nos Ultimos anos, esta area ainda é muito carente de investigacdes a cerca dos
efeitos nocivos do Mancozeb a organismos expostos a baixa doses e a periodos de tempo
pequeno de exposicdo, uma vez que a maioria dos estudos enfoca os efeitos causados por

grandes doses e por grande tempo de exposicao.
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CAPITULO 2
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2.1 Resumo

Os pesticidas séo utilizados na agricultura brasileira desde o periodo da revolucéo
verde. Esses compostos tornaram-se essenciais na agricultura, no desenvolvimento
econdmico e social dos brasileiros, fazendo do Brasil o maior consumidor desses
produtos no mundo. Consequentemente, cresceu também o uso indiscriminado
dessas substancias, o que resulta em riscos a salde humana e ao meio ambiente.
Um dos agrotoxicos mais utilizados na agricultura brasileira é o inseticida
Ciromazina, que pertence ao grupo das triazinas. E classificado como pouco toxico
ao homem, o que fez criar a ideia de ser improvavel que seu uso ofereca um perigo
grave a saude humana e ambiental. Sobretudo, os efeitos genotdxicos da
Ciromazina permanecem obscuros, especialmente quando se trata de estudos com
as formulacdes comerciais. Assim, 0 presente estudo tem por objetivo avaliar o
efeito genotoxico agudo de uma formulacdo comercial de Ciromazina em dose
abaixo da ingestdo diaria aceitavel (IDA). Para avaliar a genotoxicidade desse
composto, foram realizados o teste de micronucleo em reticulécitos do sangue
periférico e o0 ensaio cometa em células sanguineas. Foram utilizados 50
camundongos Mus muscullus, de ambos os sexos, divididos em cinco grupos: CN
(controle negativo); C1 (2,5.10* mg / kg); C2 (5,10 mg / kg); C3 (5,10° mg / Kg);
CP (20 mg/kg ciclofosfamida). Os resultados revelaram que a concentragao do grupo
C2 mostrou potencial genotéxico para ambos os testes. Quando se comparou a
genotoxicidade entre os sexos, houve diferenca significativa entre os animais
pertencente ao grupo C1. Esse estudo revelou que mesmo nestas concentracgdes, 0

pesticida Ciromazina é capaz de causar danos genéticos.
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2.2 Introducao

Os agrotoxicos sao largamente utilizados no Brasil. As primeiras amostradas
desses produtos datam de um periodo que ficou conhecido como a modernizacao
da agricultura nacional, também chamada de revolucéo verde, que ocorreu entre 0s
anos de 1945 e 1985 (Palaez et al. 2010). Desde entdo esses produtos tornaram-se
essenciais para a agricultura e para o desenvolvimento econdmico e social, fazendo
com que o Brasil ocupe o primeiro lugar no ranking dos maiores consumidores de
agrotoxicos do mundo, ultrapassando os Estados Unidos (ANVISA, 2013)

Aliado a esse grande consumo, cresceu 0 uso indiscriminado de agrotoxicos,
resultando em intoxicacdes de diferentes graus que atingem desde agricultores a
consumidores, assim como diferentes espécies de animais e vegetais, tornando-se
um problema de salde publica e ambiental (Peres et al.,2005; Costa et al.,2007). E
valido salientar também que nos ultimos anos o Brasil se tornou o principal destino
de produtos banidos no exterior. Segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), sdo usados nas lavouras brasileiras pelo menos dez produtos
banidos pela Unido Europeia (UE), Estados Unidos, China e outros paises
(ANVISA,2012).

Com essa ma utlizacdo, cresceu o0 numero de casos registrados de
intoxicacdo por agrotéxicos no pais. Dados do Sistema Nacional de Informactes
Toxico-Farmacoldgicas (SINITOX) demonstraram que, no ano de 2010, um total de
9.889 casos de intoxicagdo por defensivos agricolas foram registrados. Desse total,

foram registrados 954 casos ocorreram na regido Nordeste, sendo Pernambuco,
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com 364 casos, sendo o Estado que com maior numero de intoxicacdo por
pesticidas (SINITOX 2010).

Muitos trabalhos tém revelado a presenca de niveis alarmantes de
agrotoxicos no ecossistema (Finizio et al., 2001; Dossié Abrasco, 2012; Fantke et al.,
2012). Niveis altos de pesticidas no meio ambiente podem interferir diretamente no
equilibrio genético das populagdes, propiciando a vulnerabilidade dos organismos e
ocasionando o declive da diversidade biolégica e possivelmente a extincdo de
diversas espécies do planeta (Dallegrave et al., 2006).

Além dos efeitos no meio ambiente, os agrotéxicos podem afetar os seres
humanos, seja pela exposicdo ocupacional, seja pela exposicdo através da
alimentacdo. Segundo dados do Programa de Analises de Residuos de Agrotoxicos
em Alimentos (PARA) da ANVISA, realizados em 26 estados do pais, revelou que
um terco dos alimentos consumidos cotidianamente pelos brasileiros esta
contaminado com agrotoxicos (ANVISA, 2011). Portanto, a populacdo em geral esta
exposta aos residuos de pesticidas, incluindo os produtos de degradacao fisicos e
biolégicos no ar, 4gua e nos alimentos (Bolognesi, 2003).

Visando garantir a seguranca alimentar e a diminuicdo da exposi¢céo dos seres
humanos a residuos de pesticidas na alimentacdo, a ANVISA através do PARA
estabelece alguns requisitos que incluem a caracterizacédo das substancias quimicas
presentes nos alimentos e o nivel de exposicéo, além de avaliar o potencial perigo
dessas substancias em testes laboratoriais. O PARA é responsavel por determinar o
indice de Dieta Aceitavel (IDA), que é a estimativa da quantidade de substancia no
alimento ou bebida, expressa em base de peso corpéreo, que pode ser ingerida

diariamente por toda vida sem causar risco a saude; o IDA é estabelecida em
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unidades de miligrama por kilogramas de peso corpéreo (mg/Kg p.c.) (ANVISA,
2013).

Um dos agrotéxicos mais utilizados na agricultura brasileira é a Ciromazina (2-
cyclopropylamino-4,6-diamino-s-triazine), um inseticida do grupo quimico das
triazinas. O IDA estabelecido pela ANVISA para esse pesticida € de 0,02 mg/Kg.
Trata-se de um composto altamente eficaz em eliminar larvas ou deformar as pupas
de insetos (El-Gazzar et al., 1988; Graf,1993), deste modo os insetos sdo banidos da
regido que recebe o tratamento com este pesticida.

O numero de estudos sobre a Ciromazina € escasso, Visto que este produto
pertence a classe toxicologica 1V, o que o classifica como um produto pouco téxico
ao homem. Desta forma, criou-se a ideia de ser improvavel que seu uso ofereca
perigo grave a saude humana e ambiental. Consequentente, os efeitos genotoxicos
da Ciromazina permanecem obscuros, especialmente quando se trata de estudos
com as formula¢des comerciais. Assim, 0 presente estudo teve por objetivo avaliar o
efeito genotoxico agudo da formulacdo comercial Trigard 700 WP a base de
Ciromazina em dose abaixo do IDA determinada pela ANVISA, em camundongos
Mus muscullus, utilizando o teste do microndcleo (Mn) em reticul6citos do sangue

periférico e 0 ensaio cometa em ceélulas sanguineas.
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2.3 Material e Métodos

2.3.1 Animais em tratamento

Para o presente estudo, foram utilizados 50 camundongos - 25 machos e 25
fémeas - da espécie Mus Musculus, pesando entre 30 a 50 gramas e com idade
aproximada de 8 semanas. Os animais utilizados eram provenientes do Biotério da
Universidade Federal de Pernambuco do campus de Vitéria de Santo Antdo (UFPE-
CAV). Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, contendo cinco
animais do mesmo sexo por caixa. As caixas foram acomodadas dentro de estantes
ventiladas, com temperatura de 22° + 2° C, umidade relativa de 50 £ 5%, com ciclo
de 12 horas luz/escuro. Para alimentacdo desses animais era ofertada agua filtrada
e racdo ad libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de

Etica em Experimentacédo Animal (CEEA - 23076.018079/2011-16) da UFPE.

2.3.2 Delineamento Experimental

Os camundongos foram divididos em cinco grupos de acordo com o0s
tratamentos experimentais. Cada grupo continha 10 animais, compostos por cinco
machos e cinco fémeas. Foi usado o pesticida Trigard 700 WP, uma formulagéo
comercial com o principio ativo Ciromazina. O primeiro grupo recebeu apenas agua
destilada, veiculo de diluicdo dos praguicidas e foi chamado de grupo controle
negativo (CN); o segundo grupo recebeu o agrotéxico na concentracdo de 2,5.107

mg/Kg, e foi chamado de grupo concentracdo 1 (C1); o terceiro grupo recebeu o
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agrotéxico na concentracdo de 5.10™* mg/Kg, e foi chamado de grupo concentracdo
2 (C2); o quarto grupo recebeu o agrotéxico na concentracdo de 5.10° mg/Kg, e foi
chamado de grupo concentracdo 3 (C3); o quinto e ultimo grupo foi chamado de
grupo controle positivo (CP) e recebeu, através de injecao intraperitonial, 20 mg/kg
p.c. de ciclofosfamida, substancia reconhecidamente mutagénica.

Os animais receberam 1ml da solucdo por dia, através de sonda esofagica
(gavagem), com a concentracao pré-estabelecida para cada grupo. Com exercédo do
CP que recebeu apenas uma Unica dose do farmaco ciclofosfamida
intraperitonialmente.

Foram realizadas duas coletas de sangue periférico, através da puncéo da base
da caudal dos animais. Para anestesiar os animais foi feita a administracdo da
combinacédo de 0,01 mL de Xilasina e 0,02 mL de Ketamina na proporcao de 1:2.
Todo o material biolégico coletado era identificado e acomodado em vauettes
contendo EDTA (VACUETTE® K3 EDTA Tube). A primeira coleta sanguinea foi
realizada apds 24 horas da administracdo da primeira gavagem, o material biol6gico
coletado foi destinado a preparacéo de laminas para serem analisadas pelo ensaio
cometa. A segunda coleta sanguinea ocorreu 48 horas apés a primeira gavagem, ou
seja, no ultimo dia do experimento. O material biolégico coletado nessa foi destinado
para o teste do micronucleo, com o objetivo de verificar a existéncia de dano ao
material genético causado pela Ciromazina. Ao término do precedimento
experimental os animais foram sacrificados com injecdo intraperitonial letal da

combinacéo de Xilazina e Ketamina.
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2.3.3 Teste do Micronucleo

As laminas eram preparadas um dia antes da coleta do material biologico
seguindo o protoco de Krishna et al. (2000), o qual utiliza o corante fotossensivel
laranja de acridina. Apds a coleta, o material bioldégico seguia para a montagem das
laminas. Com ajuda de uma micropipeta era retirado do vacuett 10yl do sangue
periférico e colocado em um microtubulo (EPPENDORF®) contendo 20 ul de soro
fisiolégico, em seguinda era feita uma homogenizacdo do sangue com 0 Soro.
Posteriormente eram retirados 15 pl da mistura sangue-soro e colocado na regiao
central de uma lamina previamente preparada com o corante laranja de acridina, em
seguida era coberta com uma laminula 20x50 mm. Todas as etapas de preparacao e
analise foram realizadas na auséncia de luz branca, uma vez que esta pode
ocasionar danos a molécula do DNA e degradar o corante que é fotossensivel. Apos
o tempo de secagem das laminas, cerca de 30 minutos, elas foram acomodadas em
laminarios e mantidas a temperatura ambiente para ser analisadas no dia seguinte.

As analises das laminas foram feitas no microscopio de fluorescéncia Nikon
modelo Eclipse 80i utilizando o filtro de cor verde, com comprimento de onda 515-
555 nm, do Laboratorio de Genética da UFPE-CAV. Sendo analisados 2.000
eritrocitos policrométicos (PCE) em cada animal, para se quantificar a presenca de

PCE micronucleados (OCDE, 2009).
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2.3.4 Ensaio Cometa

O teste do ensaio cometa foi realizado segundo protocolo estabelecido por Singh
et al. (1988) e Tice et al. (2000), com pequenas modificacdes. Para a realizagao
desse teste as laminas foram previamente preparadas com agarose de alto ponto de
fusdo (agarose padrao a 70°C), dois dias antes da coleta do material bioldgico, para
propiciar uma melhor fixagdo da agarose a lamina. As laminas preparadas eram
acomodas em um laminério e colocadas na geladeira, mantidas a aproximadamente
4°C.

Apés a coleta o material bioldégico seguia para a montagem das laminas, com
ajuda de uma micropipeta era retirado do vacuett 15yl do sangue periférico e
colocado em um microtiubulo (EPPENDORF®) juntamente com 100 pl de agarose de
baixo ponto de fusdo (agarose LM — Low melting point, a 37°C). Posteriormente
eram homogenizado e retirado 100 pl da mistura sangue-agarose LM e colocado
sobre a lamina previamente preparada, logo apés era coberta com uma laminula
20x50 mm para destribuir bem o contetdo na superficie da lamina. Ao término da
montagem das laminas, essas eram acodicinadas em laminarios histologicos e
colocados na geladeira por 30 minutos para secar. Transcorrido esse periodo, era
retirada as laminulas e em seguida as laminas eram colocadas em uma cuba
histolégica contendo solugéo de lise uso (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM TRIS,
1% Triton X-100 e 10% DMSO (Dimetilsulfoxido). Essas cubas eram mantidas na
geladeira a uma temperatura de aproximadamente 4°C, por trés dias.

Passado os trés dias, as laminas eram retiradas da solucdo de lise uso e

submetidas a eletroforese horizontal. Para permitir o desenrolamento do DNA, as
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laminas eram colocadas na cuba de eletroforese e deixadas 20 minutos imersas no
tampdao alcalino de eletroforese (NaOH 1 M e EDTA 200 mM, pH 13). A fonte da
eletroforese estava ajustada com a voltagem de 40 V, corrente 300 mA e o tempo da
corrida era de 20 minutos. Ao final da corrida as laminas foram colocadas no tampéao
de neutralizacao (0.4M de Tris-HCL e pH 7.5), por 15 minutos. Apés a neutralizacao
as laminas eram submetidas a etapa de desidratacdo, sendo imesas em alcool
absoluto por 5 minutos.

A etapa de coloracéo das laminas foi realizada com o corante Brometo de Etidio,
na concentracao de 79,25 pM. As andlises das laminas foram feitas no microscépio
de fluorescéncia Nikon modelo Eclipse 80i utilizando o filtro de cor azul, com
comprimento de onda 435-485 nm, do Laboratério de Genética da UFPE-CAV.
Foram analisadas 100 nucleoides para cada animal, totalizando 1.000 nucleoides
por grupo tratado. Sendo assim, quantificado a frequéncia de dano (FD) e o indice
de dano (ID), para avaliar o potencial genotdxico do pesticida Ciromazina.

Todas as etapas de preparacdo e analise desse ensaio foram realizadas na
auséncia de luz branca, uma vez que esta pode ocasionar quebras na molécula do

DNA e para evitar a degradacao do Brometo de Etidio que é fotossensivel.

2.3.5 Anédlise estéatistica

Uma analise de variancia (ANOVA) foi realizada para comparar os resultados do
teste do micronucleo e do ensaio cometa (ID e FD) entre 0s grupos experimentais.
Possiveis diferencas entre machos e fémeas nos resultados destes testes foram
verificadas grupo a grupo pelo teste de Mann-Whitney, escolhido devido as

caracteristicas da amostra, sobretudo em relacdo ao tamanho dos grupos. Todos 0s
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testes foram realizados no programa estatistico SPSS Statistics 20; foram

considerados significativos os resultados com p menor do que 0,05.

2.4 Resultados

O teste do micronucleo mostrou diferenca significativa com p<0.05 entre o
grupo C2 e o grupo CN (tabelal); ndo houve diferencas significativas quando as
outras concentracdes foram comparadas com o grupo controle negativo. Também se
verificou que a C2 foi estatisticamente diferente (p<0.05) de todos 0s outros grupos
de tratamento, com mais danos genéticos, quando foram analisados FD e ID
(Tabelal). Assim, a concentracdo intermediaria se mostrou mais genotoxica com 0s

trés marcadores.

Tabela 2.1: Resultados dos testes de genotoxicidade pelo teste do micronlcleo e ensaio cometa.

Grupo Testes
MN ID FD

Média (DP) Média (DP) Média (DP)
Concentracgéo 1 15.3 (4.6) 18.3 (12.7) 11.8 (11.3)
Concentragéo 2 22.8 (5.2)* 86.5 (60.8) ** 54.5 (42.2) **
Concentracéo 3 15.9 (7.5) 13.3(9.9) 8.2 (4.2)
Controle negativo 7.4 (2.8) 18.9 (8.8) 8.9 (3.5)
Controle positivo 40.2 (19.5) * - -

DP: desvio padrdo; MN: microndcleo; ID: indice de dano pelo ensaio cometa; FD: fator de dano em
percentagem pelo ensaio cometa; * = diferenca significativa com o controle negativo; ** diferenca

significativa com todos os grupos; - ndo realizado; a = 0,05; o teste utilizado foi a analise de variancia.



41

Quando comparados os resultados entre machos e fémeas em cada
concentracdo, os resultados foram diferentes entre o teste do micronucleo e os
marcadores do ensaio cometa. Na concentracdo 1, houve diferenca significativa
entre machos e fémeas apenas com Mn (p = 0,048); de modo que as fémeas
apresentaram mais micronucleos do que os machos para essa concentracdo. Na
concentracéo 2, ndo houve diferencas significativas entre machos e fémeas no MN,
mas houve diferencas entre os sexos quando considerados ID (p = 0,008) e FD (p =
0,008); os machos nessa consentracdo apresentaram mais danos genéticos para
ambos os indices. A concentragdo 3 ndo apresentou nenhuma diferenca
estatisticamente significante para nenhum dos marcadores de genotoxicidade,
guando foi realizada a comparacao entre os danos ocorridos em machos e fémeas

desse grupo.

2.5 Discussao

No presente trabalho verificamos que na concentracdo C2 o Agrotdxico
Ciromazina apresentou potencial altamente genotoxico, revelando uma diferenca
significativa na FD quando comparada com as concentracbes 1, 3 e CN.
Evidenciado que este pesticida apresenta um grande potencial genotéxico, mesmo
gue este esteja em doses mais baixas do que o IDA sugerido pela ANVISA.

O grupo C2 apresentou diferenca significativa quando comparado com o CN,
divergindo dos resultados obtidos em outros trabalhos. Lucero et al. (2000)
estudando 64 trabalhadores agricolas da cidade de Almeria (Espanha), expostos a

uma mistura de pesticidas, e que detre o0s pesticidas presentes nessa mistura tinha a
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Ciromazina. Verifiram um ligeiro aumento na frequéncia do MN nesses
trabalhadores, porém né&o houve diferenca estatisticamente significante quando
comparado com o grupo controle. Nesse trabalho, os autores resaltam que os danos
genéticos causados por agrotdéxicos ocorrem somente em populacbes humanas
sujeitas a niveis elevados de exposicdo devido ao uso intensivo, indevido ou
também pelo falta de medidas de controle. No presente estudo, entretanto, foi visto
gue mesmo os pesticidas sendo utilizados em baixas doses e com um curto periodo
de exposicao, eles sdo compostos altamente capazes de causar danos ao material
genético.

Em estudo realizado por Piperakis et al. (2006), foi demonstrado que ao
analisar a variancia de seus dados, os pesquisadores verificaram que ndo houve
diferencas significativas no nivel de danos no DNA basal entre o controle nao
fumante e os trabalhadores do efeito estufa ndo fumantes (p> 0,05) e nem entre os
controles de fumante e trabalhadores fumante estufa (p> 0,05). Embora os grupos
de fumantes tivessem niveis um pouco maior de danos do DNA, as observacdes
indicaram que nem fumar, nem a exposicéo a pesticidas tinha um efeito significativo
sobre os niveis basais de danos no DNA.

Outro fator bastante intrigante com relacdo ao presente estudo € o que se
refere a questdo da seguranca alimentar. A ANVISA, orgao brasileiro competente
por avaliar os residuos de pesticidas na alimentacdo humana, preconiza o IDA para
a Ciromazina de 0,02 mg/Kg p.c. Ao analisar o grupo C2 estes animais foram
submetidos ao tratamento que era considerado o IDA para os camundongos, € o
gue obtivemos como resultado foi que nessa concentragcdo houve o maior indice e

frequéncia de danos ao DNA. Diante do exposto temos um problema grave com
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relacdo a saude e a seguranca alimentar, uma vez que para a determinacdo do IDA
sdo realizados varios estudos toxicologicos com o objetivo de determinar uma
padronizacdo de concentracdo segura que ndo causara danos a saude do homem.
Amaral (2013), trds em seu estudo uma andlise critica dos valores dos IDAs
estabelecidos pela ANVISA para varios praguicidas no Brasil, quando relacionando
com os IDAs preconizados pelas Agéncias Internacionais de Organizacdo Mundial
de Saude (OMS), a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA), e pela
European Food Safety Authority (EFSA). Ao realizar esta comparacao foi constatado
gue para a Ciromaina, existe uma diferenca entre os IDAs para cada desses 0rgaos.
No Brasil a IDA é de 0,02 mg/Kg p.c /dia, ja para a OMS a IDA 0,06 mg/Kg p.c /dia;
a EPA determina como sendo 0,015 mg/Kg p.c /dia; e a EFSA é igual a IDA da OMS.
Amaral, relata que estas disparidades ocorrida entre os IDAs esta relacionada aos
parametros de analise estabelecidos por cada uma das agéncias. A OMS considerou
0 rato a espécie mais sensivel aos efeitos dos pesticidas e por isto esse é utilizado
para avaliar os efeitos dos agrotoxicos, enquanto que para EFSA é o camundongo e
para a EPA os animais utilizados sdo cdes. Além do tempo de exposicdo para a
determinacao dos IDAs entre as agéncias serem diferentes. Diante deste contexto,
deve-se elaborar um plano de politica publica que seja mais uniforme para a
determinacao dos IDA no mundo. Uma vez que alteracbes genéticas, e até mesmo a
cacinogénese, sdo deconrrentes da exposicdo do homem a IDA dos pesticidas,
desta maneira este assunto deve ser mais bem padronizado entre as agéncias para
evitar risco a saude alimentar.

Foi visto no presente estudo que o grupo C1, apresentou diferenca

estatisticamente significante quando comparados o0s danos causados pela
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Ciromazina entre os sexos. Entretanto, com o nimero escasso de trabalhos a cerca
deste pesticida, ndo foi encontrado nenhum trabalho na literatura que relate este tipo
de evento para os efeito da exposicdo a Ciromazina.

Trabalhos como este sdo de fundamental importancia para a comunidade
cientifica, visto que a maioria dos estudos a cerca do efeito genotoxico de pesticidas
se detém em investigar o efeito da mistura, ou da exposicdo alimentar ou pela
exposicao ocupacional. Entretanto, como resalta Grisolia (2005), os pesticidas
apresentam um grande poder de interacdo entre suas proprias moléculas, e entre as
moléculas dos pesticidas ao qual estdo sendo misturados, e a interacdo entre as
moléculas dos pesticidas e 0 meio ambiente e os organismos. E fundamental saber
nao somente a interacdo destas misturas de pesticidas, mas como também a
interacdo de um Unico pesticida com o organismo e o meio ambiente. Desta forma,
podem ser criados mecanismos de protecdo mais eficazes contra a exposicado e

degradacdo do material genético.
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3.1 Resumo

Os agrotéxicos sdo muito utilizados para controlar pragas e doencas que
atingem as lavouras brasileiras. Entretanto, a ma utilizacdo aliada a escasse de
estudos, tem feito com que o numero de casos de intoxicacdo de diferentes graus
atinja agricultores, consumidores, animais e vegetais, tornando-se um problema de
saude publica e ambiental. O Mancozeb é um fungicida mundialmente utilizado,
apesar de ser classificado como extremamente toxico ao homem e ser um produto
muito perigoso ao meio ambiente. Estudos acerca dos efeitos nocivos do Mancozeb
em organismos expostos as baixas doses e a periodos de curta exposicdo S&o
escassos. Desta forma, o presente estudo investigou o efeito genotoxico agudo da
formulacdo comercial Dithame NT (Mancozeb), em dose abaixo da ingestdo diaria
aceitavel (IDA). Para avaliar a genotoxicidade desse composto, foi realizado o teste
de microndcleo em reticuldcitos do sangue periférico e o ensaio cometa em células
sanguineas. Sendo utilizados 50 camundongos Mus muscullus, de ambos 0s sexos,
divididos em cinco grupos: CN (controle negativo); C1 (3,76. 10™* mg/Kg); C2
(7,52.10™ mg/Kg); C3 (7,52.10° mg/Kg); CP- controle positivo (20 mg/kg de
ciclofosfamida). O teste do ensaio cometa revelou que o grupo C2 (equivale ao IDA)
apresentou potencial genotéxico. Ja o teste do micronucleo nao foi constatado acao
mutagénica. Ao comparado a genotoxicidade entre 0s sexos, grupo C3 motrou se
estatidticamente significativa. Esses estudo tras um grande alerta para a populacao
brasileira, pois demonstrou que mesmo em doses consideradas aceitaveis para o
Mancozeb, ainda sim, ele é capaz de causar danos danos a molécula de DNA.

Palavras Chaves: Dithame NT, Ambiental, Agrotdoxico, Ensaio Cometa,

Micronucleo.
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3.2 Introducéao

Os agrotoxicos, também chamados de praguicidas, pesticidas, biocidas,
fitossanitarios, defensivos agricolas e agroquimicos (Tomyta, 2005), foram
introduzidos no Brasil em um periodo que ficou conhecido como a modernizacéo da
agricultura nacional, também chamado de revolucéo verde, que ocorreu entre 1945
e 1985 (Pelaez et al., 2010). A partir do ano de 2008 até os dias atuais o Brasil
passou a ocupar o primeiro lugar no ranking dos maiores consumidores de
agrotoxicos do mundo (ANVISA, 2013). Como resultado, houve aumento no nimero
de casos de intoxicacdo de diferentes graus que atinge agricultores, consumidores,
além de espécies de animais e vegetais, levando a um problema de saude publica e
ambiental (Peres et al., 2005).

Diversos trabalhos realizados em varios paises demonstram que parte da
contaminag¢do mundial por agrotoxico ocorre através da alimentacdo (Caldas et al.,
2000; Akoto et al., 2013; Gad Alla et al., 2013). Gebara et al. (2011) e Tutu et al.
(2013) demonstraram que a contaminacdo dos alimentos pode afetar até as
criancas. Para garantir a seguranca alimentar e diminuir a exposicdo dos seres
humanos a residuos de pesticidas na alimentagédo, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) determina o indice de Dieta Aceitavel (IDA), definindo a
estimativa da quantidade de agrotéxico no alimento ou bebida, expressa em base de
peso corpéreo, que pode ser ingerida diariamente por toda vida sem causar risco a
salde; é estabelecida em unidades de miligrama por kg de peso corporeo (mg/Kg
p.c.) (ANVISA, 2013).

O Mancozeb é um pesticida mundialmente utilizado como fungicida para

proteger frutas, legumes e outras culturas contra um largo espectro de doencas
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fungicas (Grisolia, 2005; Domico et al., 2006 ). Delgado & Paumgartten (2004)
revelaram que o mancozeb foi o ditiocarbamato mais utilizado em propriedades
rurais, apresentando percentual de 44% de presenca.

De acordo com o Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT), o
Mancozeb é definido como um fungicida de classificacdo toxicologica I, ou seja,
como extremamente toxico. Ja para a classificacdo de periculosidade ambiental, o
Mancozeb estd enquadrado na classe Il, ou seja, € considerado um produto muito
perigoso ao meio ambiente. Apesar de varios estudos indicarem uma elevada
toxicidade, este agrotoxico continua sendo um dos pesticidas mais usados no
mundo, devido & sua eficécia, baixo custo e baixa persisténcia no ambiente quando
comparado com outros pesticidas.

Embora os estudos sobre os efeitos bioldgicos dos ditiocarbamatos tenham
aumentado nos ultimos anos, faltam investigacdes acerca dos efeitos nocivos do
Mancozeb em organismos expostos a baixa doses e a periodos de tempo pequeno
de exposicédo, uma vez que a maioria dos estudos enfocam os efeitos causados por
grandes doses e por grande tempo de exposi¢cao. Assim, o presente estudo avaliou
o efeito genotdxico agudo de uma formulacdo comercial de Mancozeb em dose
abaixo do IDA determinada pela ANVISA, em camundongos Mus muscullus
utilizando o teste do micronucleo em reticulécitos do sangue periférico (Mn) e o

ensaio cometa em células sanguineas.
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3.3 Material e Métodos

3.3.1 Animais e tratamento

Foram utlizados 50 camundongos (25 machos e 25 fémeas) da espécie Mus
Musculus, pesando entre 30 e 50 g e com idade aproximada de 8 semanas. Os
animais foram cedidos pelo Biotério da Universidade Federal de Pernambuco do
campus de Vitdria de Santo Antdo (UFPE-CAV), local onde foi realizado todo o
procedimento experimental. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno
com cinco animais do mesmo sexo por caixa, com temperatura de 22° = 2° C,
umidade relativa de 50 + 5%, com ciclo de 12 horas luz/escuro; se alimentavam com
agua filtrada e racdo ad libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo
Comité de FEtica em Experimentagdo institucional Animal (CEEA-

23076.018079/2011-16) da UFPE.

3.3.2 Deliniamento Experimental

Os camundongos foram divididos em cinco grupos, de acordo com o0s
tratamentos experimentais. Cada grupo continha 10 animais, com cinco machos e
cinco fémeas. Foi usado o pesticida Dithame NT, uma formulagdo comercial como o
principio ativo o Mancozeb. O primeiro grupo recebeu o veiculo de diluicdo (dgua
destilada) e foi denominado de grupo controle negativo (CN); o segundo grupo
recebeu o agrotoxico na concentracdo de 3,76. 10™* mg/Kg e foi chamado de grupo
concentracdo 1 (C1); o terceiro grupo recebeu o agrotdéxico na concentracdo de

7,52.10™ mg/Kg e foi chamado de grupo concentracdo 2 (C2); o quarto grupo
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recebeu o agrotéxico na concentracdo de 7,52.10° mg/Kg e foi chamado de grupo
concentracdo 3 (C3); o quinto, e ultimo grupo, foi chamado de controle positivo (CP)
e recebeu através de injecao intraperitonial 20 mg/kg p.c. de ciclofosfamida, droga
sabidamente mutagénica.

Os tratamentos foram realizados por meio de sonda esofagica (gavagem). O
procedimento experimental teve duracdo de trés dias. Os animais receberam duas
doses, de 1 mL por dose ao dia do praguicida, ou de agua no caso do grupo controle
negativo. A primeira coleta sanguinea foi realizada apdés 24 horas da primeira
gavagem e 0 sangue foi usado para a realizacdo do ensaio cometa. A segunda
coleta sanguinea ocorreu apos 48 horas do inicio da primeira gavagem e 0 sangue
coletado foi usado para realizacdo do teste do micronucleo. Nas duas coletas, o
sangue foi colocado em vacuette contendo EDTA (VACUETTE® K3 EDTA Tube)

para evitar coagulacao.

3.3.3 Teste do Micronucleo

O teste do micronucleo foi realizado de acordo com o protocolo sugerido por
Krishna et al. (2000). As laminas foram preparadas como o corante laranja de
acridina um dia antes da coleta do material biolégico. Logo apds a coleta, 10ul de
sangue periférico eram diluidos e homogeinizados em 20 ul de soro fisiolégico. Em
seguida, 15 pl do homogeinizado era colocado na regido central de uma lamina
previamente preparada, sendo entdo coberta com uma laminula 24 x 50 mm. Foram
preparadas trés laminas para cada animal, e todas as etapas de preparacdo e
analise foram realizadas na auséncia de luz branca para evitar a degradacédo do

material genético e do corante.
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Foram analisados 2000 reticulécitos por animal, quanto a presenca ou auséncia
de micronucleos (OCDE, 2009). As analises das laminas foram feitas no microscopio
de fluorescéncia Nikon modelo Eclipse 80i, utilizando o filtro de cor verde, com

comprimento de onda de 515-555 nm , no Laboratério de Genética da UFPE-CAV.

3.3.4 Ensaio Cometa

O teste do ensaio cometa foi realizado segundo protocolo estabelecido por Singh
et al. (1988) e Tice et al. (2000), com pequenas modificacbes. Para a montagem
das laminas 15 pl do sangue periférico coletado, foram misturados e
homogeinizados com 100 pl de agarose de baixo ponto de fusdo (agarose LM a
37°C). Desta mistura, 100 uL foram colocados sobre a lamina contendo agarose e
posteriomente coberta com laminula 24 x 50 mm para espalhar a mistura sangue-
agarose. As laminas foram deixadas por 20 minutos na geladeira. Depois de
transcorrido o tempo as laminulas foram retiradas e as laminas foram colocadas em
uma cuba histologica protegida da luz, contendo solucdo de lise uso (2.5 M NaCl,
100 mM Na; EDTA, 10 mM TRIS, 1% Triton X-100 e DMSO 10%, pH 10). Para cada
animal duas laminas foram preparadas e analisadas.

Passado os trés dias, as laminas eram retiradas da solucdo de lise uso e
submetidas a eletroforese horizontal. Para permitir o desenrolamento do DNA, as
laminas eram colocadas na cuba de eletroforese e deixada 20 minutos imesas no
tampéo alcalino de eletroforese (NaOH 1 M e EDTA 200 mM, pH 13). A fonte da
eletroforese estava ajustada com a voltagem de 40 V, corrente 300 mA e o tempo da

corrida era de 20 minutos. Ao final da corrida as laminas foram colocadas no tampéao
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de neutralizadas com 0.4M de Tris-HCL e pH 7.5, por 15 minutos. Apés a
neutralizacdo as laminas eram submetidas a etapa de desidratacdo, sendo imesas
em alcool absoluto por 5 minutos.

A etapa de coloracdo das laminas foi realizada com o corante Brometo de Etidio,
na concentracao de 79,25 pM. As analises das laminas foram feitas no microscépio
de fluorescéncia Nikon modelo Eclipse 80i utilizando o filtro de cor azul, com
comprimento de onda 435-485 nm, do Laboratério de Genética da UFPE-CAV.
Foram analisadas 100 nucleoides para cada animal, totalizando 1.000 nucleoides
por grupo tratado (Collins et al., 2008). Sendo assim, quantificado a frequéncia de
dano (FD) e o indice de dano (ID), para avaliar o poténcial genotéxico do pesticida

Ciromazina.

3.3.5 Andlise estatistica

Uma analise de variancia (ANOVA) foi realizada para comparacdo entre o0s
grupos tratados e o controle negativo, tanto para o MN quanto para o ensaio cometa.
O teste de Mann-Whitney foi usado para verificar a diferenca de danos genéticos
entre machos e fémeas grupo a grupo. Em todos os casos, o a era igual 0,05 e as

analises foram realizadas com o software SPSS Statistics 20.
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3.4 Resultados

O Mancozeb se mostrou genotoxico na concentragdo 2, quando foi testado
pelo ensaio cometa, utilizando-se o marcador ID. Tal marcador se mostrou mais
elevado no grupo 2 do que no grupo CN, e tal aumento foi estatisticamente
significativo (p < 0,05). As concentracées 1 e 3 nao se mostraram diferentes
estatisticamente do grupo CN, em relacdo ao ID. Nenhum dos grupos foi
estatisticamente diferente do grupo CN, quando foram utilizados FD e MN. Estes
marcadores ndo foram suficientemente sensiveis para detectar efeitos genotéxicos

do mancozeb nas concentracdes testadas aqui (Tabela 3.1).

Tabela 3.1: Resultados dos testes de genotoxicidade pelo teste do micronicleo e ensaio cometa

Grupo Testes
MN ID FD

Média (DP) Média (DP) Média (DP)
Concentragéo 1 11.0 (3.5) 84.3 (61.7) 57.4 (44.1)
Concentracéo 2 19.30 (4.0) 143.3 (127.9) * 56.0 (46.5) *
Concentragéo 3 18.7 (6.0) 68.1 (21.6) 55.0 (47.1)
Controle negativo 12.7 (3.7) 8.8 (2.8) 11.8 (11.3)
Controle positivo 40.2 (19.51) * - -

DP: desvio padrdo; MN: microndcleo; ID: indice de dano pelo ensaio cometa; FD: fator de dano em
percentagem pelo ensaio cometa; * = diferenca significativa com o controle negativo; ** diferenca
significativa com todos os grupos; - ndo realizado.

A andlise grupo a grupo para se verificar diferencas em relagdo ao sexo dos

animais demonstrou resultados interessantes, mas dificeis de serem explicados. Na

C1, néo houve diferenga com o MN, mas houve diferenga com ID e FD; ambos os
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marcadores foram maiores nas fémeas do que nos machos (p > 0,05). Na C2, houve

diferenca com os biomarcadores ID e FD; mas neste grupo, machos apresentaram

mais danos do que fémeas (p > 0,05); novamente, ndo houve diferenca com o MN.
Na C3, houve diferenca significativa com os trés marcadores (ID, FD e MN),

com fémeas apresentando mais danos genéticos do que machos.

3.5 Discussao

No presente estudo verificamos que na concentracdo C2 o Agrotoxico
Mancozeb apresentou diferenca significativa no indice de danos quando comparada
com a concentracdo CN, demonstrando assim gque este pesticida € uma substancia
genotoxica.

O grupo C2, quanto ao dano e ao tempo de exposicdo, podemos constatar
gue mesmo tendo sido submetido ao IDA aceitavel e um tempo de exposi¢ao curto,
0 grupo apresentou dano no material genético. Sendo corroborado com o trabalho
realizado por Calviello et al., 2006, que ao expor durante 1 hora ao Mancozeb uma
cultura de células preparada a partir do sangue periférico de ratos Wistar, observou
que apos a realizacdo do ensaio cometa pode se evidenciar quebras significativas
na fita de DNA das células e que estas foram dependentes das doses que foram
expostas.

Srivastava et al., 2012 ao estudar culturas de células de linfécitos humanos,
pode observar que quando essas foram submetidas a tratamentos com as seguintes
doses 0.5, 2 e 5 mg/ml de Mancozeb, houve um aumento significativo na frequéncia

de aberragbes cromossdmicas e na formagdo de micronucleos, de uma forma
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também dependente da dose. Resultados também que corrobora com os dados da
presente pesquisa, onde demonstrou que dependendo da dose de exposicdo ao
pesticida houve a presenca significativa da inducdo do micronucleo.

Em contrapartida, o trabalho realizado por Goldoni & Silva (2012), divergiu
dos resultados encontrados na presente pesquisa. Uma vez que ao estudar o efeito
da exposicdo aguda ao pesticida Mancozeb no peixe Astyanax jacuhiensis, o0s
autores observaram que nao houve diferencas significativas (P<0,05) na frequéncia
de micronucleos entre o grupo controle e os quatro tratamentos (0,3 mg/L, 0,7 mg/L,
1,5mg/L e 2,5 mg/L) a base de Mancozeb, indicando que esse fungicida nao
apresenta evidéncias de genotoxicidade em peixes da espécie Astyanax jacuhiensis,
quando expostos as estas concentragdes.

Dessa forma, trabalhos sobre o biomonitoramento in vivo para estudar esse
pesticida devem ser incentivados, ja que na literatura a maioria dos trabalhos se
preocupa em estudar os danos causados pela mistura de pesticidas através da
exposicao ocupacional. Entretanto, existem outras formas de contaminagdo por
agrotoxicos, alimentagcdo, exposicao indireta e ambiental. Também ndo é muito
relatado na literatura trabalhos que estudem os efeitos da interacdo do Mancozeb
com organismos Vivos e 0 meio ambiente, para revelar o seu potencial mutagénico.
Visto que trabalhos para aferir a genotoxicidade desse praguicida sdo feito na sua
maioria utilizando cultura de células ou através da exposi¢cdo ocupacional induzida
pela mistura de diferentes praguicidas. Como foi elucidado, mesmo em doses
preconizada como aceitaveis pela ANVINSA, foi constatado que o Mancozeb
apresenta um grande potencial de inducdo de danos ao DNA em diferentes tipos de

células.
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CONCLUSOES

A ingestao das formulacdes comerciais de Trigar 700 WP, (principio ativo a Ciromazina)
e do Dithame NT (principio ativo 0 Mancozeb), se mostraram genotdxico nas concentracfes
C2 (5.10™* mg/Kg) e C2 (7,52.10™* mg/Kg) respectivamente. Para os camundongos em teste,
essas concentragdes equivalem a IDA. Para a ANVISA essa seria uma concentragédo
segura e aceitavel para ser ingerida diariamente sem causar danos aos animais. Entretanto,
os resultados obtidos revelaram que mesmo submetido ao IDA aceitdvel e um tempo de
exposicao curto, essas concentragfes ocasionaram danos ao material genético dos
camundongos.

Diante do exposto temos um problema grave com relacdo a salude e a seguranca
alimentar, uma vez que para a IDA seria uma dose ideal para ser consumida sem acarretar
danos ao organismo. Dessa forma, trabalhos sobre o biomonitoramento in vivo para estudar
esses pesticidas devem ser incentivados, ja que na literatura a maioria dos trabalhos se
preocupa em estudar os danos causados pela mistura de pesticidas através da exposicao
ocupacional. Assim como as IDAs preconizadas para esses pesticidas devem passar por

uma reandlise toxicoldgica.
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